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3 Einleitung

3.1 Klassifikation von Hirntumoren

Gliome sind Neoplasien des zentralen Nervensystems. Sie gehen von den Zellen des Hirnpa-
renchyms aus und zeichnen sich durch astrozytare, oligodendrogliale oder ependymale Dif-
ferenzierung aus. Sie werden, wie andere Tumorentitdten auch, unter Annahme einer Entdif-
ferenzierungsreihe klassifiziert. Der hier zu Grunde liegenden WHO-Klassifikation dienen
histologische Charakteristika wie Kernatypien, Mitosen, vaskulare Proliferation und Nekro-
sen zur Gradierung. Demnach werden Tumore in die WHO-Grade | — IV unterschieden, die
auch eine Aussage Uber klinischen Verlauf und Prognose erlauben. Die Mehrzahl wird als
maligne eingestuft (WHO Grad Il — V). Das im Folgenden behandelte Glioblastoma multifor-

me (GBM) wird als Grad IV klassifiziert.””"#%

3.2 Glioblastoma multiforme

Der zellulare Ursprung astrozytarer Tumore wie des Glioblastoma multiforme (WHO-Grad V)
ist noch nicht vollstandig geklart. Neueste wissenschaftliche Untersuchungen legen nahe,
dass sich sogenannte neuronale Stamm- oder Vorlauferzellen durch Genmutation zu astrozy-
taren Tumoren entwickeln kénnen®. Das Glioblastoma multiforme ist mit 50 — 60% der Flle
der haufigste astrozytdre Tumor. Die hdufigste Lokalisation sind die GroRBhirnhemispharen,
hier ist eine fronto-temporale Position am wahrscheinlichsten, gefolgt von der Balkenregion,

dem Zwischenhirn und dem Hirnstamm.*?

3.2.1 Epidemiologie

Mit 15-20% ist das Glioblastoma multiforme auch der haufigste intrakranielle Tumor. Die

Inzidenz liegt bei 2—3 : 100 000 pro Jahr. Der Tumor tritt vermehrt bei dlteren Menschen auf,

der Altersgipfel liegt bei durchschnittlich 62 Jahren. Manner sind haufiger betroffen als Frau-



en: 1,6 : 1. Das Glioblastom tritt aber auch bei Kindern auf. Im Altersbereich unter 2 Jahren

ist es der dritthiufigste Tumor Uberhaupt.!¥’7132

3.2.2 Pathogenese und Histologie

Es gibt zwei Moglichkeiten, wie ein GBM entstehen kann: das primare Glioblastom entsteht
de novo, ohne einen Hinweis auf eine niedrig gradigere Vorstufe. Diese Variante hat einen
raschen klinischen Verlauf und kommt hauptsachlich bei dlteren Patienten (6.-7. Lebensde-
kade) vor. Das sekundare Glioblastom entwickelt sich durch Progression aus einem niedrig
gradigeren Tumor (WHO-Grad Il oder IIl) und kommt haufiger bei im Vergleich jingeren Pa-
tienten vor (5.-6. Dekade). Diese Malignisierung verlauft in ldngeren Zeitrdumen (Monate bis
Jahre) oder entsteht im Zuge eines Rezidivs nach operativer Behandlung.

Morphologisch wird das Glioblastom nach aktueller WHO-Klassifikation hauptsachlich in drei
Varianten unterschieden: Das konventionelle, auch kleinzellige GBM, das groRzellige GBM
(GC-GBM) und das Gliosarkom (GS). Diese Differenzierung dient der Therapie und der Prog-
nose.®

Die bereits beschriebene, auf der Histologie basierende WHO-Klassifikation kommt hier zum
Tragen: Die histologischen Charakteristika Kernatypien, Mitosen, vaskuldre Proliferation und
Nekrosen sind Kennzeichen eines Glioblastoms. Eine weitere Eigenschaft des GBMs ist die
Tatsache, dass es, wie andere primare Hirntumore auch, sehr selten Metastasen bildet.
Sowohl die hohe Malignitdt und Rezidivrate als auch die Schwierigkeiten bei lokalen Thera-
piemalinahmen finden unter Anderem in folgenden Eigenschaften ihre Erklarung: Die Zellen
eines Glioblastoms zeichnen hohe Migrationseigenschaften, d.h. die Fahigkeit einzelner Zel-
len innerhalb eines Gewebes zu wandern und das Glioblastom selbst gute Invasionscharakte-
ristika, d.h. das Vermogen in umliegendes Gewebe einzuwachsen, aus. Dies fiihrt zu einer
raschen Ausbreitung des GBMs, was zu einer diffusen Infiltration des umliegenden, gesun-
den Hirngewebes fiihrt. Dies erklart die hohe Rezidivrate, da auch nach einer bildmorpholo-
gisch kompletten Exstirpation des Tumors op-mikroskopisch nicht sichtbare Zellen im gesun-
den Parenchym verbleiben, von wo aus das Rezidivwachstum ausgeht.

Ein weiterer Aspekt der hohen Malignitit ist die Neoangiogenese®: Tumorzellen infiltrieren

das Gehirn entlang von Bahnen der weien Substanz oder entlang von BlutgefalRen. Die
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rasch proliferierende Zellmasse unterliegt einem stetig wachsenden Mangel an Sauerstoff
und Substratzufuhr, weshalb der Tumor ab einer gewissen GrofRe tber Diffusion nicht mehr
ausreichend versorgt wird. Hier setzten Vorgange der Angiogenese ein: Hypoxie und von den
Tumorzellen sezernierte Botenstoffe wie VEGF (vascular endothelial growth factor), Angio-
poetin 1 und 2 sowie SDF1 (stromal derived factor 1) bewirken eine Angiogenese aus vor-
handenen GefdRen zu dem Tumorgebiet hin oder, durch SDF1 moderiert, eine Vaskulogene-

283112 piese neu entstandenen GefiRe sind

se, also eine Gefdllneubildung im Tumor selbst
unorganisiert, gréRer im Durchmesser und hodchst permeabel, was zu einer Odembildung
und demzufolge zu gesteigertem Druck, Unterversorgung und Nekrose fiihrt, was wiederum
eine erneute Neoangiogenese sowie aber andererseits auch Einblutungen in den Tumor mit

sich zieht®®.

3.2.3 Klinik

Das Tumorwachstum und die Odembildung fiihren zwangsliufig zu einem erhéhten intrak-
raniellen Druck, der sich klinisch wie folgt dufSern kann: Als haufigstes initiales Symptom wird
von Patienten Kopfschmerz angegeben, gefolgt von Ubelkeit, Erbrechen und kognitiven Be-
eintrachtigungen. Bei Progredienz kdnnen neurologische Ausfallerscheinungen wie Paresen,
Aphasien oder Krampfanfalle auftreten, wobei es moglich ist, aus fokalen Symptomen auf
die intrakranielle Lokalisation des Glioblastoms riickzuschlieBen. In spdaterem Stadium kann
es zu Somnolenz oder Koma fiihren. Die Diagnose wird jedoch nicht nur klinisch, sondern

anhand der Bildgebung und des histologischen Befunds gestellt.56

3.2.4 Diagnostik

Die Diagnostik eines Glioblastoms wird zunachst auf ein CT (Computertomographie) oder ein
MRT (Magnetresonanztomographie) als bildgebende Verfahren gestiitzt. Mit Hilfe von Kont-
rastmitteln wie Gadolinium®’ lasst sich im MRT ein charakteristisch girlandenformiges En-
hancement darstellen, das die soliden Tumoranteile wiedergibt. Dunkle Aussparungen geben

Einblutungen, Odeme oder Nekrosen wieder. Weitere Verfahren wie FET-PET (O-(2-
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[18F]Fluorethyl)-L-Tyrosin/Positronen-Emissions-Tomographie) oder diffusionsgewichtetes
MRT konnen zusétzliche Informationen zur Operationsplanung liefern. Die endgiiltige Diag-
nose wird neuropathologisch an einem Resektat aus stereotaktischer Biopsie oder Operation
gewonnen. Als Differentialdiagnosen kommen andere Hirntumore, Metastasen nicht hirnei-

gener Tumore oder Abszesse in Betracht.”®

3.2.5 Therapie

Initial besteht die Therapie eines Glioblastoma multiforme, nach Prifung der Operabilitat
des Patienten, aus der Resektion der soliden Tumormasse falls diese entweder raumfor-
dernd oder ohne ein neurologisches Defizit komplett resezierbar ist.

Diese muss unter folgenden Gesichtspunkten geschehen: Die Tumorzellen weisen, wie schon
weiter oben beschrieben, ein hohes Invasionspotenzial auf107, d.h. sie infiltrieren das den
Tumor umgebende, gesunde Hirnparenchym und sind auch schon friih in der kontralateralen

%30, Des Weiteren wurde anhand einer Studie gezeigt, dass in 96% der

Hemisphare zu finden
Falle das Rezidiv von einer Glioblastomzelle in einem 3cm-Rand um die Resektathdhle aus-
geht48. Die Resektion sollte so gut wie moglich funktionelles, vermeintlich gesundes Hirnge-
webe schonen, aber zugleich steht eine groRtmogliche Exzision der Tumormasse mit einer
Verbesserung der Lebensqualitdt des Patienten und dessen Prognose in Zusammen-
hang15;61;108;109.

Um nun ein bestmogliches operatives Ergebnis zu erzielen, kommt seit geraumer Zeit ein
Metabolit namens 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) zum Einsatz, der den Patienten im Vorfeld
der Operation verabreicht wird, von den Tumorzellen zu fluoreszierendem Porphyrin umge-
wandelt wird und sich aufgrund der hohen Stoffwechselrate in diesen anreichert. Mittels
UV-Licht wird die Fluoreszenz intraoperativ sichtbar gemacht. Eine auf diese Weise vollzoge-
ne Resektion fuhrte im Vergleich zu einer ohne 5-ALA abgelaufenen Operation zu einer voll-
standigeren Entfernung der soliden Tumoranteile und einem langeren progressionsfreien

42,114

Interval . Die zusatzlich photosensibilisierende Wirkung von Porphyrin wurde experi-

mentell des Weiteren bereits verwendet, um mit Hilfe stereotaktischer Phototherapie ein

entstandenes Glioblastomrezidiv zu behandeln***%3,
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Der operativen Intervention folgt eine adjuvante Radiotherapie, die nach neuesten Vor-
schlagen von einer Chemotherapie mit Temozolomid (3,4-Dihydro-3-Methyl-4-Oxoimidazol,
TMZ) begleitet wird*®. Temozolomid ist ein orales Alkylanz und weist geringe Nebenwirkun-
gen auf. Seine Wirkung basiert auf einer Methylierung des DNA-Stranges, die wahrend der
Replikation zu einer Fehlanordnung der Basen fiihrt. Studien haben gezeigt, dass Patienten
von einer kombinierten Radio-Chemotherapie in héherem Male profitieren als von einer
Strahlenbehandlung alleine®1>/116:119,

Eine mogliche Resistenz gegen dieses Chemotherapeutikum Idsst sich durch eine Uberex-
pression des Reparaturenzyms MGMT (O-6-Methyl-Guanin-DNA-Methyl-Transferase) in den
Tumorzellen erklaren. Dieses Enzym beseitigt die entstandenen Schaden im DNA-Strang und
wird nur exprimiert, wenn sein Promotor im DNA-Strang nicht methyliert ist. Patienten mit
einem methylierten Promotor und demzufolge weniger MGMT profitieren mehr von einer
solchen Therapie als Patienten mit unmethyliertem Promotor. Zudem scheint der MGMT-
Status ein therapieunabhangiger prognostischer Faktor zu sein.”®*

Trotz dieser multimodalen Therapieoptionen kommt es in nahezu allen Fallen aufgrund der

invasiven Eigenschaften der Tumorzellen zu einem Rezidiv und ldsst die mittlere Uberlebens-

zeit eines Glioblastompatienten nach Diagnosestellung im Schnitt 14.6 Monate betragen.*’

3.3 Humane mesenchymale Stammzellen

Stammazellen zeichnen sich durch folgende wesentliche Charakteristika aus: Sie kbnnen sich
durch Mitose selbst erneuern und durch ihre Differenzierungskapazitat zu ausgereifteren
Zellen werden. Abhangig von ihrem Differenzierungspotenzial lassen sich diese Zellen unter-
teilen: Unipotente Stammzellen kénnen sich nur zu einem bestimmten ausgereiften Zelltyp
differenzieren. Multipotente zu mindestens zwei fetalen oder adulten Typen. Beispiele hier-
fir sind mesenchymale oder neuronale Stammzellen. Als pluripotent werden embryonale
Stammzellen bezeichnet, die in vitro aus Zellen des Blastozéls gewonnen werden®. Totipo-
tente Stammzellen wie die befruchtete Eizelle oder das premorulane Blastomer, kénnen sich
in jeden Zelltyp der jeweiligen Spezies differenzieren und sind, anders als die vorher genann-
ten Stammzellen, in ihrer Teilungsfihigkeit unbegrenzt®’. Als funfte Kategorie kommen Tu-

morstammzellen in Betracht.
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Die nun hier verwendeten humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) wurden erstmals
1966 beschrieben®. hMSCs besitzen als multipotente Stammzellen die Fihigkeit, sich zu ei-
ner Reihe von ausgereiften Zelltypen wie Chondrozyten, Osteozyten, Adipozyten, glatten

8;79;94

Muskelzellen oder neuronalen Zellen zu differenzieren . Diese Eigenschaften wurden

bereits experimentell in verschiedenen medizinischen Fachrichtungen genutzt, um ihr Po-
tenzial in der Regeneration von beschidigten Geweben zu eruieren®¥%%°,

Wie auch im Falle dieser Arbeit werden hMSCs in der Regel aus dem Knochenmark gewon-
nen (bmMSC = bone marrow derived mesenchymal stem cell), kdnnen aber auch aus ande-
ren Geweben wie Skelettmuskel, Fettgewebe, Synovias"99 oder, wie ebenfalls fiir diese Un-

tersuchung durchgefiihrt, aus Tumorgewebe isoliert werden (gbMSC = glioblastoma derived

mesenchymal stem cell).

3.4 Experimentelle Therapieoptionen

Wie bereits beschrieben, zeigen die Infiltrationseigenschaften der Tumorzellen dem aktuel-
len Therapieregime Grenzen auf: Einzelne Tumorzellen infiltrieren das angrenzende Gewebe,
entkommen den adjuvanten Therapieprotokollen und sind so fiir ein Rezidiv verantwortlich.
Ein moglicher experimenteller Behandlungsansatz ist es, diese Tumorzellen mittels genetisch
veranderter zelluldrer Vektoren zu behandeln®.

Dabei wurde in der Vergangenheit ein Virusgen (Herpes simplex Virus Thymidinkinase, kurz
HSV-tk) mit Hilfe eines teilungsunfahigen Retrovirus in das Genom fibroblastenahnlicher Zel-

4101 Diese Strategie versagte aber aufgrund der

len eingebaut, die als Vehikel in situ dienten
geringen Motilitit der zelluldren Vektoren zum Tumor hin'®.

Dagegen konnten mit von Gliomen angelockten Stammzellen erste erfolgreiche, praklinische
Ergebnisse erzielt werden: Murine embryonale neurale Stammzellen (NSC) zum Beispiel zei-
gen einen ausgepragten Tropismus hin zu glialen Tumoren und kamen bereits im Tiermodell

L% poch beherbergt die Verwendung von humanen NSCs einige

als Vehikel zum Einsatz
Probleme: Zum einen setzt die ethische Diskussion im Umgang mit embryonalen Stammzel-
len den Forschungsversuchen Grenzen, zum anderen ist die Moglichkeit, autologe adulte

NSCs zu gewinnen, praktisch durch das Risiko fiir den Patienten wahrend einer Isolation so-
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wie durch die geringe erreichbare Menge eingeschrankt. Des Weiteren ist die Tumorgenitat
embryonaler Stammzellen noch nicht ausreichend eruiert.

Aus diesen Griinden traten in den letzten Jahren humane mesenchymale Stammzellen als
Alternative in den Fokus. Diese kdnnen vergleichsweise leicht durch eine Knochenmarkspen-
de in groReren Mengen gewonnen werden und stehen so autolog als auch allogen zur Ver-
fiigung, da die bmMSCs im Anschluss an das eigentliche Ziel einer Knochenmarkspende, der
Gewinnung von Blutstammzellen, auch noch aus den Resten der Spende isoliert werden
konnen. Hierbei bringt die groRere Verfigbarkeit durch eine mogliche allogene Transplanta-
tion jedoch auch die Risiken einer Abstofungsreaktion mit sich. Ein weiterer Vorteil der auf
diese Weise gewonnenen bmMSCs ist die Reproduktion mittels Zellkultur.

Es konnte gezeigt werden, dass hMSCs in vitro aktiv zu glialen Tumoren wandern, beide Zell-
typen mit Blick auf Invasionseigenschaften miteinander interagieren und das es zu einer ver-
starkten Invasion und Migration von mesenchymalen Stammzellen in der Umgebung von
Botenstoffen kommt, die von Gliomen sezerniert werden®®®. Einen besonderen Einfluss hatte
der Faktor VEGF, der, wie bereits beschrieben, auch in der Angiogenese eines hypoxischen
Tumorareals eine bedeutende Rolle spielt. Darliberhinaus wurde gezeigt, dass in Anwesen-
heit von VEGF hMSCs eine Differenzierung in Richtung eines Endothelzelltyps durchlaufen
und endothelspezifische Marker wie KDR (VEGF Rezeptor-2 Gen), Flt-1 (VEGF-Rezeptor) oder
VWF (von-Willebrand-Faktor) exprimieren®. Des Weiteren konnte in einem tierexperimen-
tellen Modell gezeigt werden, dass sich mesenchymale Stammzellen in ein neu bildendes
GefaRsystem eines Tumors integrieren kénnen®®?.

Da ein Glioblastom ein hochvaskularisierter Tumor mit einer ausgepragten Neoangiogenese
ist, scheinen mesenchymale Stammzellen als Vektoren einer Gentherapie vielversprechend
und die Interaktion von Stamm- und Gliomzellen auf zelluldrer Ebene einer genaueren Be-

trachtung wert.

3.5 Grundlegende zellphysiologische Eigenschaften

Hier sollen im Vorfeld noch einige grundlegende zellphysiologische Eigenschaften erlautert

werden, die zum Verstandnis der Arbeit beitragen.
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Zellen besitzen verschiedene Moglichkeiten miteinander in Kontakt zu treten und zu kom-
munizieren. Dieser Austausch kann Nahrstoffe wie Glukose, Aminosduren oder Elektrolyte,
die zum Erhalt der Vitalitat notwendig sind, oder Informationen wie RNA-Bausteine oder
Hormone betreffen, die die Zellen interagieren lassen. Neben dem Aussenden von Boten-
stoffen in Form von Hormonen oder anderer Signalmolekile, kdnnen Zellen auch direkt Kon-

takt miteinander aufnehmen.>*®

3.5.1 Gap junctions

Eine Moglichkeit sind Zell-Zell-Kanale, kanalbildende Proteinkomplexe, auch gap junctions

genannt, die das Zytoplasma zweier Zellen miteinander verbinden. Jede Zelle steuert eine

Halfte des Kanals, ein Connexon bei. Die-
ser wird wiederum aus sechs Connexinen
(Cx) aufgebaut. Die so entstehende Pore
hat einen Durchmesser von ca. 1,5nm und
erlaubt im gedffneten Zustand Molekiilen
von maximal 1000 Dalton Masse den
Durchtritt. Dies konnen geladene oder

ungeladene Substanzen wie lonen, Was-

ser, Glucose, Aminosduren, Nukleotide —

Hemichannel

(ATP, cAMP) oder auch siRNA (short inter-
fering RNA) sein.>¥*3!

Gap junctions wurden in nahezu allen Zell-

typen und Geweben nachgewiesen. Aus- Cyloplasm

nahmen bilden einige Zellarten wie Eryth-  app 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer gap

junction ibernommen aus journal of morphology7: Eine
gap junction (->) verbindet die beiden Zellen, vgl. auch
rone’®. Dariiberhinaus variieren die vor-  Unterschied zu einer zona adhérens (*)
sowie topologisches Modell des gap junction Kanals
kommenden Connexinstrukturen und iibernommen aus cell biology international®": Connexine
bilden ein Connexon/Hemichannel einer Zelle, zwei
erlauben ihre Einteilung durch ihr unter-  Connexone von zwei Zellen bilden eine gap junction

rozyten, Spermatozoiden und einige Neu-

schiedliches Molekulargewicht, das sich in ihrem Namen wiederfindet (z.B. Cx43 mit

43kDa)™. Untersuchungen legen nahe, dass der Aufbau der Connexine Riickschluss auf die
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Aktivitat der gap junctions gibt. Je nach molekularer Struktur der Connexine baut sich ein
unterschiedlich starkes und unterschiedlich gerichtetes Spannungsfeld tber die Protein-
struktur auf. Eine auf einander abgestimmte Polaritat zweier unterschiedlicher Connexone
fuhrt zu einer Offnung des Kanals und damit zu vermehrten Aktivitit (iber der zustande

3233129 Nach welchen Prinzipien diese Kombinationen geschehen

kommenden gap junction.
und welcher funktionelle Zusammenhang insbesondere im connexinreichen Nervensystem

daraus entstehen konnte, ist Inhalt aktueller Forschungsbemihungen.

3.5.2 Zellfusion

Eine weitere Moglichkeit ist die Zellfusion, die Verschmelzung der Plasmamembran zweier
Zellen. Diese kann von partiellem Charakter sein®, das heiRt, es werden Membran- und Zy-
toplasmabestandteile ausgetauscht. Oder es kommt zu einer kompletten Fusion, bei der aus
zwei Zellen eine wird, ein strukturelles Synzytium entsteht.

Zellfusionen spielen eine wichtige Rolle in vielen biologischen Prozessen: Die Befruchtung
der Eizelle durch ein Spermium, bei der Entwicklung eines Synzytiums der Plazenta oder die
Entstehung von Riesenzellen, zum Beispiel Osteoklasten im Zuge des Knochenstoffwech-
sels®. Trotz all der Beispiele ist die Zellfusion immer Gegenstand aktueller Forschung, auf

der Suche nach den auslésenden Faktoren.
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4 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktionsmoglichkeiten von humanen mesenchymalen
Stammzellen mit Gliom- und Gliomendothelzellen vor dem Hintergrund eines moglichen
Einsatzes von hMSCs als therapeutische Vehikel zu untersuchen.

Die Integration von Stammzellen in ein TumorgefaBsystem soll in vitro mittels tube formati-
on assays quantifiziert werden.

Des Weiteren wird darauf eingegangen, inwieweit hMSCs (iber verschiedene Zellkontaktar-
ten mit Gliomzellen interagieren und welchen Einfluss dies auf beide Zelltypen hat. Der Aus-
tausch von Substanzen via gap junctions wird ebenso wie die partielle wie komplette Zellfu-
sion untersucht. Hierzu dienen in-vitro-Farbemethoden und immunzytochemische Ansétze.
Weiterfiihrend werden die moéglichen Auswirkungen dieser Interaktionen auf zellphysiologi-
sche Eigenschaften wie Migration in einem Spharoidmodell eruiert, das in seinem Aufbau-
schema naher an den in vivo vorherrschenden Bedingungen liegt als die reine Monolayer-
Zellkultur.

Zudem wird in vivo das Potenzial von bereits zu therapeutischen Zwecken genetisch modifi-
zierten Stammzellen weiter untersucht sowie die im Anschluss gewonnenen Hirnresektate

weiter immunhistochemisch analysiert.
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5 Material

Im Folgenden sind die fir diese Arbeit verwendeten Gerate, Materialien, Reagenzien, Zellar-

ten sowie Versuchstierarten zur Dokumentation aufgelistet.

5.1 Zellversuche

5.1.1 Geréte und Laborhilfen

Autoklav KSG
BioPhotometer eppendorf
Blockthermostat BT 1301 HLC
Brutschrank CB150 Binder
Digitalkamera Power Shot G2 Canon
Einfrierbox fir Kryoréhrchen Nunc
Entwicklermaschine Scopix LR 5200 Agfa
Fluoreszenzfilterset Zeiss
Folienschweigerat Folio Severin
Gefrierschrank -80°C HFU 86 450 Heraeus
Gefrierschrank Premium NoFrost
Glashomogenisator Braun
Glasmesszylinder Schott
Handstiickzahler mechanisch VWR
Kiihlschrank Comfort Liebherr
Kihlschrank Economy Liebherr
Kurzzeitmesser (Stoppuhr) VWR
Lamina flow hood Hera safe Heraeus
Magnet Particle Separator Roche

Magnetriihrer RCT basic

Messgladser
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Mikroskop Axiovert 25
Mikroskop Axiovert 35
Mikroskop wilovert s
Mikrowellenherd
MilliQ-biocel A10

Minishaker MS2
Multipipette research pro
OP-Besteck

pH-Elektrode Sen Tix 41
Pipetten (10, 20, 200, 1000 pl)
Pipettierhilfe Easypet

Power Pac 3000
Quecksilberlampe mbq 52 ac
Réhrchengestell

Schittler Polymax 1040
Schutzbrille
Sicherheitswerkbank Hera safe
Stickstofftank Chronos
Waage AG204

Waage PB 3002
Warmeschrank

Wasserbad

Zahlkammer, Neubauer improved

Zellsuspensionsrotator
Zentrifuge 1-15
Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge Universal 30 RF

Zeiss
Zeiss
Hund
Toshiba

Millipore

IKA Labortechnik

eppendorf
Med. Lager
VWR
eppendorf
eppendorf

Bio Rad

Zeiss

TPP

Heidolph
Carl-Roth
Heraeus
Messer
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Heraeus
Memmert
VWR

Labor Brand
Sigma
eppendorf

Hettich
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5.1.2 Verbrauchmaterialien

Deckglaser

Einmal-Kivetten

Eppis (0,2, 0,5, 1,5, 2,0 ml)

Fiberpads (8 x 11 cm)

Flachbeutel PE ohne Schreibf. 115 x 155 mm
Gelfarbeschalen MIDI 143x100x25mm
Hamilton 705N, 50 ul, Spitzentype 3
Immun-Blot PVDF-Membran ( 26 cm x 3,3 m)
Lab Tec chamber slides mit Borosilicate

Kivette PS 10x10x45mm, Lichtweg 10mm
Mikrotiterschalen 96 well

Mini Trans Blot Filter Paper (7,5 x 10 cm)

Mini Trans Blot Electrophoretic Transfercell
Multischalen (6, 12, 24 well)

Objekttrager

Parafilm

Perfusorspritzen

Petrischalen

Pipette mit serol. Wattestopfen (2, 5, 10, 25 ml)
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 ul)

Gel fur Polyacrylamid Electrophoresis (4-20%, 7,5%, 10%)
Rohre Nunc Cryo 1,8ml mit Schreibfeld (Cryoréhrchen)
Rontgenfilm Super X-Ray RX 18 x 24 cm

Safe Skin Handschuhe groR (L)

Universal Indikatorstabchen pH 0 — 14
Zellkulturflaschen (25, 75, 150 cm?)

Zellschaber

Zellsiebe (40, 70, 100 um)

Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml)
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Menzel
Brand
TPP
Bio-Rad
Boll

Roth
Hamilton
Bio-Rad
Nunc
WL

Nunc
Bio-Rad
Bio-Rad
Nunc
Dako
Pechiney
Braun
Nunc
Costar
eppendorf
Bio-Rad
Nunc
Fuji
Semperit
VWR
Nunc
Nunc
BD Falcon
TPP



5.1.3 Reagenzien

Antibody Diluent
 -Mercaptoethanol

Biocoat Matrigel
Bromphenolblau

Bradford Dye Reagenz
Brilliant Blue R Dye content ~90 %
BSA Standard Kit

BSA - bovines Serumalbumin
Calcein Blue AM

Calcein-AM

CCD1064SK cell-lysate
Citrat-Puffer

Collagenase/ Dispase

DAPI

Dextran

dextran, tetramethylrhodamine, 10.000 MW, neutral

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DL- Dithiothreitol (DTT)
DNAse

Dulbecco’s PBS (DPBS)
EDTA

Eosin

Ethanol 100, 96, 70%
Eukitt

Fast Dil solid

Fast DiO

Fibronectin

Ficoll Paque Plus

Gelatine 45%in water from cold water fish
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Dako

Sigma

Schubert & Weil3
Sigma

Bio-Rad

Sigma

Bio-Rad

Fluka

Molecular Probes
Molecular Probes
Santa Cruz

Merck

Roche

Sigma

Sigma

Invitrogen

VWR

Fluka

Roche

Cambrex

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Molecular Probes
Molecular Probes
Sigma
Sigma-Aldrich

Sigma



Glycerol

Glycine

Glycyrrhetinic Acid (AGA)
Hamalaun nach P. Mayer

HCI

Hela Cell Lysate 1 mg/ml 500 pg
HISTOPAQUE-1077

human Angiopoetin2 Protein

Immunhistochemie-Set

Immunstar Luminol Enhancer und HRP Peroxid-Puffer

Laminin (from human placenta)

Lammli Sample Buffer

MagicMark XP Western Protein Standard
Magnetic beads

Methanol reinst

Milchpulver (Nonfat milk)

NaOH 0,2M

Natriumchlorid

Noble Agar

Nonidet 40 Lysepuffer

Organelle Lights Mito-GFP

Organelle Lights PM-OFP
Paraformaldehyd (PFA) 4%

PBS Puffer pH 7,4 (10x)

PIC (Protease-Inhibitor-Cocktail)

PMSF

Polyoxyethylensorbit (= Tween 20)
Ponceau S-Losung

Protein Block

Qtracker 525 Cell Labeling Kit (green fluorescent)
Qtracker 525 Cell Labeling Kit (red fluorescent)
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Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Sigma

BD Transduction Laboratories

Sigma

R&D Systems

Dako
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Invitrogen
Dynal
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Invitrogen
Invitrogen
Sigma
Biochrom
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Dako
Invitrogen

Invitrogen



Rat-brain-extract

Rat-liver-extract

Remixed 10x TRIS/Glycine Buffer
SDS-Losung (10%)

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard
Tris (TRIZMA Base)

Triton X-100

Trypan Blue Solution 0,4%

Xylol

5.1.4 Zellkultur Medien und Zusatze

Antibiotics

Amphotericin B (250ug/ml)
Ciprofloxacin (200mg/ml)
Dulbecco’s MEM

Eagle’s MEM
Microvascular Endothelial Cell Growth Medium
FCS — Fotales Kalberserum
Gelatine (10 mg/ml)
Geniticin (50mg/ml)

M199

MEM NEAA (100x)

Natriumpyruvat (100 mM)

Penicillin (500 pg/ml) — Streptomycin (5000 pg/ml) — L-

Glutamin (29,2 mg/ml) - Losung
Supplement Pack

Trypsin/ EDTA (10x) (0,5%/0,2%)
VLE-RPMI 1640
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Santa Cruz
Santa Cruz
Bio-Rad
Sigma
Invitrogen
Sigma
Fluka
Sigma

Roth

provitro
Biochrom
Bayer
Biochrom
Biochrom
provitro
Biochrom
Biochrom
Gibco
Biochrom
Invitrogen
Biochrom

Invitrogen

provitro
Biochrom

Biochrom



5.1.5 Antikorper

Anti-Goat IgG—Peroxidase — rabbit
Anti-Mouse IgGfc—Peroxidase — goat
Anti-Rabbit IgG—Peroxidase — goat

CD31+ anti-human (mouse)

CD31+/PECAM-1 anti-human (mouse)
CD31+/PECAM-1 anti-human (mouse)
Connexin 26/30/32 anti-human (rabbit)

Connexin 32 anti-human (goat)
Connexin 36 anti-human (rabbit)
Connexin 37 anti-human (goat)
Connexin 40 anti-human (goat)
Connexin 43 anti-human (goat)
Connexin 45 anti-human (goat)
FITC anti-goat (rabbit)

FITC anti-mouse (rabbit)

FITC anti-rabbit (goat)
Peroxidase konj. Anti B-Actin
SV40 T-Antigen anti-human (mouse)
Texas Red anti-goat (rabbit)
Texas Red anti-mouse (horse)

Texas Red anti-rabbit (goat)

5.1.6 Zelllinien

Stammzellen

hMSC

Knochenmark isol. hAMSC / bmMSC
Glioblastom isol. hMSC / gbMSC

Sigma

Sigma

Sigma

Acris

R&D

Serotec
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Calbiochem
Linaris

Linaris

Linaris

Lonza



L87 Med. Poliklinik - Biochemie

L87-Tie2-RFP Med. Poliklinik - Biochemie
L87-Tie2-Tk Med. Poliklinik - Biochemie
Tumorzellen

u8g7 ATCC

U251 ATCC

U373 ATCC

U373 GFP -

Tumorendothelzellen

CD31+isol / GB-EC -
Kontrollzellen

Astrozyten ATCC
HUVEC Provitro

Humane mesenchymale Stammzellen wurden zum einen Teil von der Firma Lonza bezogen
und zum anderen Teil nach den im Kapitel Methoden unter ,,Isolation von GB-ECs, bmMSCs
und gbMSCs“ beschriebenen Protokollen aus Knochenmarksspenden oder Tumorgewebe
isoliert.

Die Stammzellen der medizinischen Poliklinik Miinchen, Abteilung Biochemie, wurden aus
humanem Knochenmark isoliert. Ihre Immortalisierung gelang mit Hilfe des SV40 large-T
antigen7°. Im Anschluss wurden die Zellen mittels eines non-viralen Gentransfers entweder
mit den Gensequenzen der Thymidinkinase (tk) oder des Red-Fluorescent-Proteins (RFP)
transfiziert. Beide wurden unter die Kontrolle des Tie2-Promotors lokalisiert. Dieser Promo-
tor stellt sicher, dass die Proteine nur in endothelial differenzierten MSCs (mesenchymale
Stammzellen) exprimiert werden. Die Thymidinkinase bewirkt in Anwesenheit des Prodrugs
Ganciclovir eine Umwandlung desselben. In seinem aktivierten Zustand fihrt Ganciclovir zu
Apoptose der betroffenen Zellen.

Die Tumorlinie U373 wurde mit einem Green-Fluorescent-Protein (GFP) stabil transfiziert'"’.
Da diese Zellen nun ebenso Uber eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Geniticin ver-
fligen, konnte mit Hilfe desselben in bestimmter Konzentration (24ul/ml Medium) durch

Selektionsdruck der Erhalt der reinen U373-GFP-Kultur gewéhrleistet werden.
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Glioblastomendothelzellen (GB-ECs) wurden nach dem im Kapitel Methoden unter ,Isolation

von GB-ECs“ erlduterten Protokoll aus Tumorgewebe selbst isoliert.

Die kauflich erworbenen Zelltypen Astrozyten und HUVEC (human umbilical vein endothelial

cell) dienten als Vergleich der Gliomzellen mit Normalgewebe.

5.2 Tierexperimente

5.2.1 Gerate

Handbohrer

Inkubatorschrank Uni Protect
Luftbefeuchter Compact

Model Small Animal Stereotaxic OP
Narkoseglocke

Tierkafige

Tier-Anasthesiegerat Titus S-ORC

Vapor-Narkosemittelverdampfer

5.2.2 Verbrauchsmaterialien

Befeuchterwasser Ampuwa (Aqua dest)
Einmal-Rasierer

Ethanol 70% reinst

Jelu-Flock Kleintierstreu bestrahlt
Knochenwachs

Kopfhaube

Leitungswasser sterilisiert (Trinkwasser)
Microlance 3 Nadeln

Mikroliterspritze Typ 701N 10ul
Molltextlcher
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Proxxon

Ehret

Burg

Kopf Instruments
Harlan

Harlan

Drager

Drager

Fresenius
wmmed

Roth

Harlan

Ethicon
Medinette
Hausapotheke
BD

Hamilton

Omega



Mundschutz

OP-Instrumente

Safe Skin Handschuhe grof (L)
Skalpelle steril No 11, 15, 20, 23
Spritze 1ml ohne Kaniile, Injekt-F solo
Spritzen Injekt 5ml

Stieltupfer klein

Supolene gefl. DSM 27 2/0 45cm 3 metric

Tierfutter Teklad Global 18% Protein Rodent Diet be-

strahlt

Venenverw. Kanile mit Fllgel

5.2.3 Medikamente

Ether DAB 10

Ganciclovir Afl

Isofluran

Ketamin-HCI (Ketavet), 100 mg/ml, IFL
NaCl 0,9 % (Plastik)

Rompunlésung, 2%

5.2.4 Versuchstiere

Nacktratte HSD:rh-rnu
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Omega
Med. Lager
Semperit
Feather
Braun
Braun
Braun
Ethicon

Harlan

Ohmeda

Otto Fischar
Roche
Abbott
Ratiopharm
Braun

Bayer

Harlan



6 Methoden

Die auf den weiterfihrenden Seiten beschriebenen Methoden stellen zum einen von Stan-

dardprotokollen fiir das Gelingen dieser Arbeit modifizierte Vorgehensweisen dar oder wur-

den zum anderen im Rahmen dieser Arbeit neu konzipiert.

6.1 Zellbiologische Untersuchungen

6.1.1 Mediumwahl

Je nach Zelltyp wurden unterschiedliche Medien und Zusatzstoffe verwendet.

¢ Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC, KM-isol. hMSC, Tu-isol. hMSC)

380ml
5ml
S5ml
5ml
S5ml

100ml

Dulbecco’s MEM (Biochrom)

MEM NEAA 100X (Invitrogen)

Natrium Pyruvat 100nM (Biochrom)

Penicillin G / Streptomycin / L-Glutamin (Invitrogen)
Amphotericin B (Biochrom)

FCS (Biochrom)

e Transfizierte Stammzellen (L87, L87-Tie2-RFP, L87-Tie2-Tk)

430ml
5ml
S5ml
5ml
S5ml

50ml

VLE-RPMI 1640 (Biochrom)

MEM NEAA 100X (Invitrogen)

Natrium Pyruvat 100nM (Biochrom)

Penicillin G / Streptomycin / L-Glutamin (Invitrogen)
Amphotericin B (Biochrom)

FCS (Biochrom)

e Tumorzelllinien (U87, U251, U373)

430ml

Dulbecco’s MEM (Biochrom)
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S5ml
S5ml
5ml
S5ml

50ml

MEM NEAA 100X (Invitrogen)

Natrium Pyruvat 100nM (Biochrom)

Penicillin G / Streptomycin / L-Glutamin (Invitrogen)
Amphotericin B (Biochrom)

FCS (Biochrom)

e Transfizierte Tumorzelllinie (U373GFP)

430ml
eml
S5ml
5ml
S5ml
5ml
50ml

Dulbecco’s MEM (Biochrom)

Geniticin (Gibco)

MEM NEAA 100X (Invitrogen)

Natrium Pyruvat 100nM (Biochrom)

Penicillin G / Streptomycin / L-Glutamin (Invitrogen)
Amphotericin B (Biochrom)

FCS (Biochrom)

e Endothelzellen (GB-EC, HUVEC)

500ml
38ml
3,5ml

Microvascular Endothelial Growth Medium (provitro)
Supplement Pack (provitro)

Antibiotics (provitro)

® Astrozyten

430ml
5ml
S5ml
5ml
S5ml

50ml

Eagle’s MEM (Biochrom)

MEM NEAA 100X (Invitrogen)

Natrium Pyruvat 100nM (Biochrom)

Penicillin G / Streptomycin / L-Glutamin (Invitrogen)
Amphotericin B (Biochrom)

FCS (Biochrom)

e Einfriermedium

40ml
40ml

Dulbecco’s MEM (Biochrom) inclusive 10% FCS
FCS (Biochrom)
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20ml DMSO (VWR)

® |[solationsmedium
437,5ml M199 (Biochrom)
50ml FCS (Biochrom)

12,5ml Penicillin G / Streptomycin (Invitrogen)

6.1.2 Kultivieren von Zellen

Alle Zelltypen wurden in ihrem jeweiligen Medium in Zellkulturflaschen mit variabler GréRe
im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Wachstum und
der Zustand der Zellen wurden taglich mit einem Durchlichtmikroskop kontrolliert.

Der Mediumwechsel und das Passagieren geschah unter einer Laminar Air Flow Werkbank
unter sterilen Bedingungen folgendermaRen: Zu Beginn wurden alle benétigten Reagenzien,
die bei 4°C gelagert wurden, in einem Wasserbad bei 37°C erwarmt. Das in den Zellkulturfla-
schen befindliche Medium wurde entfernt. Es folgte ein Waschschritt mit PBS in gleicher
Menge. Bei einem Mediumwechsel wurde nun dieselbe Menge Wachstumsmedium hinzu-
gegeben und die Zellkulturflaschen zuriick in den Inkubator gestellt. Waren die Zellen zu ca.
80% konfluent, wurden sie mit einer 0,05% Trypsin/EDTA-L6sung (Biochrom) bedeckt und
fir 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Die nun geldsten Zellen wurden in 10ml Medium resus-
pendiert und je nach Wachstumsdichte und absehbarem Verwendungszeitpunkt im Verhalt-
nis 1:2 bis 1:10 geteilt und bis zur urspringlichen Mediummenge wieder aufgefillt. Die
Uberschiissigen Zellsuspensionen wurden verworfen, eingefroren oder fanden in Experimen-

ten Anwendung.

6.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Beim Ansetzen von Experimenten ist es sinnvoll, die genaue Zahl der verwendeten Zellen zu
bestimmen, um reproduzierbare Ergebnisse gewdhrleisten zu kénnen. Hierzu wurden die

Zellen mit einer 0,05% Trypsin/EDTA-Reagenz gelost und diese Suspension in einem 15ml
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Falcon mit der dreifachen Menge an Medium gemischt. AnschlieBend wurden sie 5 Minuten
bei Raumtemperatur und 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und 1ml
des dem Zelltyp entsprechenden Mediums auf das Zellpellet gegeben. Der Inhalt wurde nun
mittels Vortex durchmischt. In einem well einer Mikrotiterplatte wurden nun 50ul der Sus-
pension mit 50ul Trypanblau (Sigma) gemischt. Trypanblau dient dem Erkennen von noch
vitalen Zellen im Durchlichtmikroskop. Je nach PelletgroRe konnten 50ul der jeweilig héhe-
ren Mischung nochmals mit derselben Menge Farbstoff gemischt werden, um die Verdiin-
nung zu erhéhen. Nun wurden 10ul der Endverdinnung auf eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben, die vier Quadranten ausgezahlt und die durchschnittliche Zellzahl bestimmt. Durch
die Formel ,errechneter Durchschnitt x Verdiinnung x 10 000“ lieR sich die Zellzahl pro ml

kalkulieren.

6.1.4 Einfrieren, Lagerung und Auftauen von Zellen

Beim Einfrieren der Zellen erfolgten die gleichen Schritte wie beim Bestimmen der Zellzahl,
nur das Pellet wurde nach der Zentrifugation bei 4°C in 1ml vorgekiihltem Einfriermedium,
bestehend aus 40% Vollmedium, 40% FCS und 20% Dimethylsulfoxid (DMSO), aufgenom-
men. Nach Erfassen der Zellzahl wurden ca. 500 000 Zellen, suspendiert in 1ml Einfrierme-
dium, in ein Kryoréhrchen gegeben. Diese wurden langsam in der Dampfphase von fliissigem
Stickstoff herunter gekiihlt und nach eintdgiger Zwischenlagerung bei -80°C in einen Tank
mit flissigem Stickstoff umsortiert, um eine zeitlich unbegrenzte Lagerung zu erméglichen.

Beim Auftauen wurde das Kryoréhrchen langsam im Wasserbad bei 37°C erwarmt, bis des-
sen gefrorener Inhalt langsam in den flissigen Zustand Ubertritt. Die noch kalte Suspension
wurde aufgenommen und in eine 75cm? Kulturflasche mit vorgewarmten Medium langsam
pipettiert. Nach einem Tag erfolgte der erste Mediumwechsel, um das restliche, noch vor-

handene DMSO zu entfernen.
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6.1.5 Gelatinebeschichtung von Zellkulturflaschen

Um Endothelzellen optimale Wachstumsbedingungen zu gewdahrleisten wurden die Boden
der Zellkulturflaschen flr diese Zellarten mit einer Gelantineschicht liberzogen. Die Gelatine
aus Schweinehaut (10mg/ml, Biochrom) wurde im Wasserbad bei 37°C verfllssigt und pro
10cm? Flache wurde 1ml Gelatine in die Kulturflaschen pipettiert. AnschlieBend wurde die
Flasche 30 Minuten im Brutschrank inkubiert, damit sich die Matrix am Flaschenboden ab-
setzen konnte. In Folge wurde die verbliebene Ldsung abpipettiert und die Kulturflasche

einmalig vor ihrer Verwendung mit PBS gewaschen.

6.1.6 Herstellung von stammzellkonditioniertem Medium

Die Herstellung von stammzellkonditionierten Medien diente dem Nachweis einer mogli-
chen Wirkung des Stammzelliberstandes auf die Wachstumseigenschaften von Tumorendo-
thelzellen in einem Tube Formation Assay. Hierbei wurde eine mit Stammzellen konfluent
besiedelte 75 cm? Kulturflasche mit dem entsprechenden Zellkulturmedium Gber 2 Tage bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Daraufhin wurde das Medium abgenommen und in der Zentrifu-
ge bei Raumtemperatur und 1200 U/min 5 Minuten weiterverarbeitet. Der Uberstand wurde

abgenommen und ungefiltert bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

6.1.7 Isolation von GB-ECs, bmMSCs und gbMSCs

6.1.7.1 Isolation von GB-ECs

Diese von Miebach et al. etablierte Methode dient der Isolation von Tumorendothelzellen
(GB-ECs = Glioblastom-Endothelzellen) aus einem Gliomresektat mittels eines magnetic bead
Systems, bei dem ein primdrer Antikorper an kleine magnetische Kugeln mittels einer DNA-
Kette gekoppelt wird und die von diesem als positiv erkannten Zellen mit Hilfe eines Magne-

ten aus einer Zellsuspension isoliert werden®.
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Hierbei wurde vitales Glioblastomgewebe von einem Neurochirurgen mikroskopisch rese-
ziert und anschliefRend unter sterilen Bedingungen auf Eis gelagert zur Weiterverwendung
transportiert. Es wurde nur solides Tumorgewebe genutzt, um auszuschlieBen, dass gesun-
des Endothelgewebe aus der Infiltrationszone des Tumors oder Nekroseareale mit in den
Isolationsvorgang gelangt.

Unter einer Laminar Air Flow Werkbank wurden nun mit einem Skalpell alle Meningenreste
und sichtbaren, groBen GefaRe entfernt und das Gewebe grob zerkleinert. Um ein Austrock-
nen des Resektats zu verhindern, wurden 5ml gekihltes Isolationsmedium hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Resektatstiicke in 15ml desselben Mediums aufgenommen und in
einem Glashomogenisator bearbeitet, bis keine Gewebereste mehr sichtbar waren.

Die Zellsuspension wurde in ein 50ml Falcon gegeben und bei 4°C und 2200 U/min 10 Minu-
ten zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde nochmals zentrifugiert, um eine maxi-
male Ausbeute zu garantieren. Die beiden Zellpellets wurden in 40ml M199-Medium aufge-
nommen, in dem vorher 6g Dextran geldst wurden, um eine 15% Dextran-Losung
herzustellen. Diese wurde abermals bei 4°C und 400 U/min 10 Minuten zentrifugiert. Der
Schritt dient der Entfernung des Myelins, das nach der Zentrifugation als weiRe Schicht dem
Uberstand aufsitzt. Diese und der Uberstand wurden verworfen. Das Pellet wurde in 40ml
Isolationsmedium aufgenommen, bei 4°C und 2200 U/min 10 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt.

Die Zellen wurden nun in 10ml steril filtriertes M199-Medium resuspendiert, das mit 100ul
Collagenase-Dispase-Losung (Konzentration: 1mg/ml) versetzt worden war und nun in einer
75cm? Zellkulturflasche 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert wurde. Diese Enzyme
dienen dazu, Verbindungen zwischen den Zellen zu |6sen und eine Einzelzellsuspension her-
zustellen.

In der Zwischenzeit wurden die magnetic beads mit dem entsprechenden Antikdrper nach
Herstellerinformationen vorbereitet: 25ul der Losung mit Anti-Mouse-IgG beads (Dynal)
wurden mit 1ml einer PBS / 0,1% BSA Mischung in ein Eppendorf-Cup gegeben, gewaschen
und mit einem Magnet Particle Separator wurden die beads anschlieBend wieder konzent-
riert. Der Uberstand wurde abgenommen. Die magnetic beads wurden in 25ul der BSA-
Losung aufgenommen und 2l eines CD31+ anti-human-Antikorpers (mouse, 1mg/ml, Sero-
tec) hinzugegeben. Das CD31+ Antigen gilt als Endothelzellmarker®®. Damit sich die beads

mit dem Antikérper verbinden, wurde die Suspension nun 30 Minuten bei Raumtemperatur
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in einem Zellsuspensionsrotator bewegt. Es folgte ein abermaliger Waschschritt mit 0,1%-
BSA-L6sung, um die Uberschiissigen Antikorper, die sich nicht mit beads verbunden haben,
zu entfernen.

Die Zellen wurden nun nacheinander durch einen 100um- und einen 40um-Filter pipettiert,
um eine Einzelzellsuspension zu garantieren. Es folgte eine Zentrifugation bei Raumtempera-
tur mit 2200 U/min fir 6 Minuten. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1ml kal-
tem lIsolationsmedium aufgenommen. Die Antikdrper-beads-Losung wurde hinzugegeben
und bei 4°C 30 Minuten rotiert. Die kalte Umgebung verhindert die Phagozytose der beads
durch die Zellen.

AnschlieBend wurden die durch bead-Antikdrper-Kombination erfassten Zellen durch den
Magnet Particle Separator der Firma Roche aus der Suspension isoliert und der Uberstand
abgenommen. Es folgten zwei Waschschritte mit Isolationsmedium, um die nicht mit Anti-
korper beladenen Zellen zu entfernen. Das verbliebene Pellet wurde in 400ul vorgewarmtem
Endothelzellmedium resuspendiert und 8ul DNAse (50 units DNAse/ul, Roche) hinzugege-
ben. Dieses Enzym trennt die DNA-Kette zwischen den beads und den Antikdrpern. Die Sus-
pension wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur rotiert. Hier férdert die Temperatur in ers-
ter Linie die Enzymleistung. Durch scharfes Pipettieren wurde die Trennung ebenfalls
unterstltzt. In Folge wurden nun die beads durch den Magneten aus der Lésung isoliert.
Diese wurde nun mitsamt der in ihr enthaltenen Zellen abgenommen und in eine mit ent-
sprechendem Endothelzellmedium vorbereitete und beschichtete 25cm? Zellkulturflasche
pipettiert und im Brutschrank inkubiert. Die verbliebenen beads wurden ebenfalls in Me-
dium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche pipettiert, um nicht eventuell durch die

DNAse von den beads getrennte Zellen zum Wachstum zu bringen.

6.1.7.2 Isolation von humanen mesenchymalen Stammzellen

6.1.7.2.1 Isolation von humanen mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark

Diese von Byum erstmals beschriebene und seither modifizierte Methode'* diente der Ge-
winnung von adulten humanen mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmarkproben

(Abb. 2).
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Reste von Knochenmarkspenden, die normalerweise verworfen werden, wurden von der
Aktion Knochenmarkspende Bayern e.V. in Gauting bezogen und ihre Weiterverwendung
fand nach entsprechendem Ethikverfahren und mit Wissen und Einverstandnis der Spender
statt.

Die steril transportierten Spenden wurden unter einer Laminar Air Flow Werkbank geoffnet
und in das Schlauchsystem der Spendenbeutel wurden 90ml Stammzellmedium zur Verdiin-
nung eingefiihrt. Nach mehrmaligem Spiilen wurde die Suspension aufgenommen und Uber
zwei Filter der PorengréRe 70um und 40um in 50ml Falcons pipettiert.

Daraufhin wurden der Spendermenge entsprechend 50ml Falcons mit Histopaque 1077
(Sigma) bei Raumtemperatur vorbereitet. Histopaque ist eine Losung aus Polysaccharose
und Natriumdiatrizoat, die auf eine Dichte von 1,077 + 0,001 g/ml eingestellt ist. Es wurden
15ml in ein Falcon gegeben. Um ein Verhadltnis von 1:2 zu ermdéglichen, wurden nun 30ml
der Zellsuspension langsam auf das Histopaque pipettiert, ohne dabei die zwei Losungen zu
vermischen. Diese wurden bei 12°C und 1500 U/min 20 Minuten lang zentrifugiert. Es war
auf das Abschalten der Zentrifugenbremse zu achten, um beim Auslaufen derselben den
entstandenen Gradienten nicht zu stéren. Wahrend der Zentrifugation sind die diversen in
der Knochenmarkspende vorkommenen Zellen je nach ihrem zelltypischen Gewicht unter-
schiedlich weit durch die Histopaque-Losung der Zentrifugalkraft gefolgt und haben sich in
verschiedenen Schichten abgelagert. Mesenchymale Stammzellen befinden sich auf der Ska-
lenhdhe 12,5 - 22,5ml. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und besagte Schicht
abpipettiert. Diese wurde in 10ml Medium aufgenommen und erneut bei 12°C 1500 U/min
10 Minuten mit Bremse zentrifugiert, um die Histopaque-Ldsung zu eliminieren. Dieser Vor-
gang wurde wiederholt. Das verbliebene Pellet wurde mit 10ml Stammzellmedium der Firma
Biochrom vermischt und in einer 75cm? Zellkulturflasche in den Inkubator zum Anwachsen

der Zellen gestellt.
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Abb.2: Isolation von hmsc aus Knochenmarkspende:

1: Die Blutspende wird in einem Falcon auf Histopaque-Ldsung geschichtet

2: Nach Zentrifugation befinden sich die hmsc in einer Schicht bei 12,5 — 22,5ml
3: Die hmsc werden abpipettiert und in einer Zellkulturflasche inkubiert

6.1.7.2.2 Isolation von humanen mesenchymalen Stammzellen aus Tumorresektaten

Die Isolation von mesenchymalen Stammzellen aus Tumorgewebe stellt eine Kombination
der beiden zuvor beschriebenen Methoden dar. Das von einem Neurochirurgen resezierte
makroskopisch fir vital und frei von Nekrosen eingestufte Tumorresektat wurde zu Teilen im
Institut fir Neuropathologie aufgearbeitet und dort ebenso fiir vital eingestuft sowie steril
transportiert im tumorbiologischen Labor wie bei der Isolation von Tumorendothelzellen
mechanisch aufbereitet und in Stammzellmedium homogenisiert. Nun erfolgte bereits die
Zugabe der Collagenase-Dispase-Losung (Konzentration: 1mg/ml) und die zweistiindige In-
kubation bei 37°C, um eine Einzelzellsuspension herzustellen. Diese wurde (iber zwei Zellsie-
be der PorengréoRe 70um und 40um pipettiert, um eventuell verbliebene Zellkonglomerate
abzufangen.

Die Zellen wurden nun, wie zuvor bei der Isolation aus Knochenmarkspenden beschrieben,
mit Hilfe der Histopaque-Losung zentrifugiert, die entsprechende Schicht extrahiert und die
selektierten Zellen durch zweimaliges Waschen mit Stammzellmedium der Firma Biochrom
und anschlieRender Zentrifugation von den Resten des Histopaques befreit. Das Pellet wurde
wiederum in Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche inkubiert (Abb. 3). Das
Anwachsen der Zellen sprach dariberhinaus fiir die initiale Resektion von vitalem Tumorge-

webe.
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Abb.3: Isolation von hmsc aus Tumorresektat:

1: Das Glioblastomgewebe wird reseziert und in einer Petri-Schale aufgearbeitet
2: Die Zellsuspension wird in einem Falcon auf die Histopaque-Lésung geschichtet
3: Nach Zentrifugation befinden sich die hmsc in einer Schicht bei 12,5 —22,5ml
4: Die hmsc werden abpipettiert und in einer Zellkulturflasche inkubiert

6.1.8 In vitro Fairbemethoden

6.1.8.1 Calcein AM Zytoplasmafarbung

Calcein AM (Invitrogen) ist der bis-Acetoxymethylester (AM) von Calcein, einem Fluorescein-
Derivats. Calcein AM wird durch die Membran lebender Zellen in das Zytoplasma geschleust
und dort von unspezifischen Esterasen zu Calcein gespalten, das nun in der Lage ist, Kalzium-
ionen zu binden, was in einer griinen Fluoreszenz (Extinktion: 515nm) resultiert.

Calcein wird in der Biochemie zur Messung der Lebensfahigkeit von Zellen und aufgrund sei-
ner geringen GroRe (622 Dalton) zur Detektion von Kommunikation via gap junctions ge-
nutzt'?®,

Zur Vorbereitung des Versuchs wurden die zu farbenden Zellen aus der Zellkulturflasche
nach unter , Kultivieren von Zellen” sowie ,Bestimmung der Zellzahl“ beschriebenen Verfah-
ren gelost, zentrifugiert und gezahlt. Maximal eine Millionen der Zellen wurden in ein 15ml
Falcon in ihrem zellspezifischen, vorgewarmten Medium suspendiert. Diesem wurde nun
Calcein AM (geldst in DMSQO) hinzugefligt, um eine Endkonzentration von 5uM Calcein zu
erreichen. Die Zellen wurden anschlieRend 30 Minuten unter mehrmaligem Durchmischen
im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde die Suspension bei Raumtemperatur und 1500

U/min 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 10ml vorge-
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warmten PBS aufgenommen und schonend durchmischt. Dieser Waschschritt wurde noch-
mals wiederholt, um noch aullerhalb der Zellen verbliebenes Calcein AM zu eliminieren.
Nach Resuspension in Medium waren die gefarbten Zellen nun zum weiteren Gebrauch

nutzbar.

6.1.8.2 Lipophilic Tracer Membranfirbung

Lipophilic Tracers sind Farbstoffe aus Dialkylcarbocyaninen und ihren Derivaten, die von Zel-
len aufgenommen werden und sich in die lipophile Zellmembran einbauen®. Aufgrund ihrer
GroRe konnen sie nicht mehr (iber Kandle der gap junctions ausgetauscht werden. Deswegen
kann ihre Aufnahme von einer anderen Zelle nur durch ein Austausch von Membranbestand-
teilen oder Fusion erklart werden. Hier wurden das rotfluoreszierende Dil (Extinktion:
565nm, Invitrogen) und das griinfluoreszierende DiO (Extinktion: 501nm, Invitrogen) ge-
nutzt.

Um eine moglichst deutliche und langanhaltende Farbung zu erreichen, wurden die Farbstof-
fe ber Nacht in das Medium der Zellen gegeben. Hierzu wurde den angewachsenen Zellen
das Medium entnommen, es folgte ein Waschschritt mit gleicher Menge PBS und das mit
dem Farbstoff versetzte Medium wurde auf die Zellen pipettiert. Die Endkonzentration bet-
rug fur Dil 4pg/ml, fur DiO 3ug/ml.

Die Farbintensitat wurde am ndchsten Tag Uberprift. Daraufhin wurde das Medium abge-
nommen und die Zellen dreimal mit gleicher Menge PBS gewaschen, um eventuell nicht auf-
genommenen Farbstoff zu eliminieren. AnschlieBend konnten die angewachsenen Zellen mit

Medium bedeckt werden oder mit Trypsin/EDTA-L6sung mobilisiert werden.

6.1.8.3 Dextran-Tetramethylrhodamine Zytoplasmafarbung

Diese Zellfarbemethode dient dazu, das Zytoplasma einer Zelle sichtbar zu machen. Hier er-
folgt dies mit Dextran, an das ein rot fluoreszierendes Tetramethylrhodamine (Extinktion:
570-590nm, Invitrogen) gekoppelt ist und zusammen ein Molekulargewicht von 10 000 MW
hat. Aufgrund des relativ hohen Gewichts ist es den Zellen nicht moglich, das Dextran aufzu-
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nehmen, aber — einmal in der Zelle — auch nicht mehr abzugeben. Um die Farbmolekiile
dennoch in die Zellen zu transferieren, wurde ein abgewandeltes Protokoll nach McNeil ver-
wendet®.

Den in einer 75cm? groRen Zellkulturflasche angewachsenen Zellen (Zellzahl: ca 100 000)
wurde das Medium entnommen und einmal mit PBS gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe
von 1ml serumfreien Mediums, in dem zuvor das Dextran-Tetramethylrhodamine in einer
Konzentration von 2mg/ml gelost wurde. Unmittelbar im Anschluss wurde ein Zellschaber
benutzt, um zeitgleich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu I6sen und das Dextran
in die Zellen einzureiben. Die Suspension wurde in 10ml eines in Eis vorgekihlten Mediums
aufgenommen. Die Zellen waren maximal 15 Sekunden der Farbstoffkonzentration expo-
niert. AnschlieBend wurde die Suspension zweimal bei 4°C und 1200 U/min 5 Minuten zent-

rifugiert und war dann zur weiteren Verwendung bereit.

6.1.8.4 Quantum Dots Zytoplasmafarbung

Quantum Dots (Invitrogen), oder auch QTracker genannt, sind 15 - 20 nm im Durchmesser

grofRe Nanokristalle, die einen Kern aus einer Kadmium-Selen-Mischung haben, der mit ei-

nem Zinksulfid-Mantel ausgestattet ist. Die GroRRe der Dots bestimmt die Emission und damit

die Farbe der Fluoreszenz®®. Aufgrund der soeben be-

schriebenen GroRe kénnen sie - wie die zum Beispiel Gore:

die Lipophilic auch — nicht via gap junctions Ubertragen b

Polymer

werden und dienen als weiterer Nachweis eines Aus- coating

P8 =~ Biomalecule

tauschs mittels partieller oder kompletter Fusion.

Hier wurden das rot fluoreszierende Labeling Kit Qdot : 15-20 nm

655 (Emission: 655nm) und das grin fluoreszierende Abb.4: Struktur eines Nanokristalls

. . oo ©Invitrogen.com
Labeling Kit Qdot 525 (Emission: 525nm) verwendet.
Das Herstellerprotokoll wurde folgendermaRBen modifiziert: Die anzufarbenden Zellen wur-
den wie oben beschrieben abgeldst und gezdhlt. Im Anschluss wurden sie je nach ZellgroRe
in Anzahl von 50.000 bis 100.000 Stiick in einer 6well-Kulturschale in 2ml des entsprechen-
den Mediums resuspendiert. Nachdem die Zellen 2 Stunden angewachsen waren, wurden

die Quantum Dots vorbereitet: pro well wurde folgende Menge Nanokristalle verwendet: in
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ein 1,5ml-Eppendorf-Cup wurden 2ul der Komponente A (Losung mit den Kristallen) und 2ul
der Komponente B (Losung mit Ketten aus 9 Argininmolekilen) pipettiert und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Argininkette dient der Aufnahme der Nanokristalle in das
Zytoplasma durch Pinozytose und wird bei diesem Schritt mit den Dots verbunden. Anschlie-
Rend wurden 200ul Medium hinzugefigt und 30 Sekunden mit Zellsuspensionsrotator
durchmischt. Die Losung wurde in das Zellmedium pipettiert und tGber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA abgeldst, um, mit Quantum Dots beladen, in

Experimenten genutzt zu werden.

6.1.8.5 Organelle Lights Transfizierung

Organelle Lights (Invitrogen) ist eine Transfizierungs-Methode bei der mit Hilfe eines Baculo-
virus eine DNA-Sequenz in das Erbgut der Zielzelle eingeschleust wird und dazu dient, dass in
der jeweiligen Zielstruktur wie zum Beispiel in Mitochondrien oder in dem endoplasmati-

schen Retikulum ein fluoreszierendes Protein co-exprimiert wird”.

Hier wurden das die Mito-

Promoter SSignalpepids Fluoresgent protein (eg GFP)

chondrien grin fluoreszieren qw_;m GFP Signal Peptide Gene

lassende Organelle Lights Mi-
to-GFP  (Extinktion: 525nm)

GFP traffics lo organes

#.9. mitochondria

und das die Zellmembran rot > & G
fluoreszieren lassende Orga- “

. L L g
nelle Lights PM-OFP (Extinkti- Bl %
on: 585nm) verwendet. _‘g_

\ miFMA
Es wurde nach Herstellerpro- . 1
Endocylotic antry a =y
tokoll verfahren: Die Zellen \ 'T"“R"’*
~
wurden einen Tag vorher in TN — A
DNA moves

. 2 bo Gl GFP fusion
einer 75cm? Zellkulturflasche . xpressad
ausgesat. Vor Gebrauch der
Reagenzien wurde das Me- Abb.5: Transfektion mittels Baculovirus ©lInvitrogen.com

dium entfernt, einmal mit PBS gewaschen und nun die erste Komponente A des Organelle
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Lights Kit, das den Baculovirus enthalt, im Verhaltnis 2:3,5 mit 3,5ml D-PBS vermischt und
auf die Zellen gegeben. Diese wurden 3 Stunden lang bei 25°C auf einem Rotatortisch in
dunkler Umgebung inkubiert. Anschlieffend wurde die Losung entfernt und durch 10ml Me-
dium sowie 10ul der Komponente B, dem Enhancer, geldst in DMSO, ersetzt und 2 Stunden
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. In Folge wurde das Medium durch frisches ausgetauscht und
die Zellen mindestens 16 Stunden stehen gelassen, um genligend Zeit zur Produktion des

fluoreszierenden Proteins zu lassen.

6.1.8.6 Fixierung und DAPI Kernfarbung

Nachdem die Zellen angefarbt wurden und die jeweiligen Experimente durchgefiihrt waren,
diente die Fixierung und Farbung mit DAPI (Sigma) der Sichtbarmachung der Zellkerne.
Hierzu wurde das Zellmedium entnommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und an-
schlieBend mit 4%em Paraformaldehyd (Sigma) 15 Minuten bei 4°C fixiert. Es folgte ein
Waschschritt mit PBS.

4',6-Diamidino-2-phenylindol, kurz DAPI, ist ein blauer Fluoreszenzfarbstoff (Extinktion:
358nm), der zum Anfirben der DNA dient™'®. Mit einer Konzentration von 2ug/ml (in DMSO
gelost) wurden die Zellen mit diesem 6 Minuten bei 4° C inkubiert. Nach Spilung mit PBS

konnte das Ergebnis unter dem Mikroskop dokumentiert werden.

6.1.9 Mikroskopie
Zur Kontrolle des Zellzustands und zur Dokumentation der Versuchsergebnisse wurden un-

terschiedliche Mikroskopiergerate und —techniken benutzt. Verwendung fanden Gerate der

Firma Zeiss und Hund sowie ein Inkubationssystem mit inverser Mikroskopie®°.
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6.1.9.1 Durchlichtmikroskopie

Hier wird das Licht durch das Objekt geleitet, bevor es das Objektiv durchlauft. Kontrast —
und damit sichtbare Begrenzung — wird entweder durch die Absorption der Lichtstrahlen
durch das Objekt selbst oder durch SchlieBung der Aperturblende erzeugt, wobei bei letzte-
rer mit gewollter Reduktion der Hintergrundintensitat ein Verlust der Auflosung einhergeht.

Diese Methode diente der Kontrolle des Zellzustands.

6.1.9.2 Phasenkontrastmikroskopie

Der Phasenkontrast dient der Darstellung von kontrastarmen Strukturen, wie von Zellabbil-
dungen in hohen MikroskopvergroRerungen. Bei dieser Methode wird die fiir das menschli-
che Auge unsichtbare Phasenverschiebung in wahrnehmbare Helligkeitsunterschiede umge-
wandelt. Dieser Effekt kommt durch die Interferenz zwischen durch das Objekt gebeugtem

Licht und direktem Mikroskopierlicht zustande.

6.1.9.3 DIC-Mikroskopie

DIC bedeutet differentieller Interferenzkontrast. Hierbei wird, dhnlich dem Phasenkontrast,
zwei senkrecht zueinander stehende Lichtwellenziige durch das Objekt geleitet, um Dichte-
oder Strukturunterschiede in kontrastarmen Objekten sichtbar zu machen. Anders als beim
Phasenkontrast kann der Kontrast hier aber stufenlos verstellt werden und damit die Intensi-

tat des Hintergrundes variiert werden.

6.1.9.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wird von folgendem Prinzip geleitet: sich im Objekt befindliche
fluoreszierende Stoffe werden durch Licht bestimmter Wellenlange zum Leuchten angeregt

und damit sichtbar gemacht. Als Lichtquelle dient eine Quecksilberdampflampe, die das
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gesamte sichtbare Lichtspektrum sowie den ultravioletten Bereich emittiert. Optische Filter
isolieren ein schmalbandiges, zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs dienendes Licht bevor
es auf das Objekt trifft. Dieses beginnt zu fluoreszieren. Das nun emittierte Licht wird vom
Objektiv gesammelt und ein Farbteiler trennt dieses vom anregenden Licht und leitet es ins

Okular weiter.

6.1.9.5 Kombinationsmoglichkeiten

Mit dem eingangs erwahnten Inkubatormikroskop wurden zwei Dingen erreicht: Zum einen
war, durch die auf dem Objekttisch angebrachte Inkubationskammer, in der die optimale
Wachstumsumgebung von 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit eingestellt werden konn-
te, die Moglichkeit gegeben, Zellen lGber einen langeren Zeitraum zu beobachten. Zum ande-
ren konnte hier die Fluoreszenz- mit der DIC- oder Phasenkontrastmikroskopie kombiniert
werden, um strukturelle Eigenschaften und die genaue Verteilung des Farbstoffes innerhalb
der Zellen zu dokumentieren. Verstarkt werden konnte dieser Effekt durch die Verwendung

von Inkubationskammern mit Borosilikatglasboden (Nunc).

6.1.10 Tube Formation Assay

133 Die zu untersuchenden Zel-

Ein Tube Formation Assay diente als Modell der Angiogenese
len werden auf einem Matrigel ausgeséat, einem Proteingemisch, das extrazelluldre Matrix-
bestandteile wie Laminin, Kollagen IV, Proteoglykane und Entaktine enthalt, um eine mogli-

che Differenzierung und Réhrenbildung der Zellen zu beobachten.

6.1.10.1 Durchfiihrung

Das Matrigel (BD Biosciences) wurde schonend auf Eis aufgetaut und anschliefend je 50ul in
ein well einer 96well-Mikrotiter-Platte pipettiert. Diese wurde eine Stunde zum Ausharten in

den Inkubator gestellt.
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Die zu untersuchenden und entsprechend vorbereiteten Zellen wurden ausgezahlt und in
Zellzahlen von 5 000 bis 30 000 in 100ul Medium aufgenommen und auf das Matrigel gege-
ben. Anschliefend wurde das Wachstum im zeitlichen Verlauf dokumentiert.

Als neuer Ansatz wurde hier ein Tube Formation Assay mit zwei verschiedenen Zellarten
etabliert. Die Zellarten wurden am Vortag wie oben beschrieben jeweils mit unterschiedli-
chen Lipophilic Tracers (Dil und DiO) beladen und in verschiedenen Kombinationen auf die

Matrix gebracht, um die Interaktion der Zellen zu beobachten.

6.1.10.2 Quantifizierung

Um das Ergebnis quantifizieren zu kénnen, wurde folgendes, etabliertes Verfahren® ange-
wandt: Es wurde das Ausmal’ der Tube-Bildung in Prozent im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl

zu bestimmten Zeitpunkten erfasst.

6.1.11 Ko-Kultur

Um mogliche Zellinteraktionen zwischen zwei verschiedenen Zelltypen nachweisen zu kon-
nen, wurden diese mit unterschiedlichen, oben bereits erwdhnten Fluoreszenzstoffen bela-
den und zusammen kultiviert. Als Zellzahl wurde eine Dichte von 9 000 — 10 000 Zellen pro

0,32cm? (ein well einer Mikrotiterplatte) angestrebt.

6.1.11.1 Durchfiihrung mit verschiedenen Farbetechniken

War das Prinzip der Ko-Kultur bei allen Experimenten gleich, gab es zwischen den einzelnen
Farbstoffen doch Unterschiede:

Bei den Calcein-Versuchen wurde eine der Zellarten mit dem Membranfarbstoff Dil am Vor-
tag markiert und bereits in bestimmter Zellzahl in ein well einer Mikrotiterplatte in 150ul des
entsprechenden Mediums ausgesat. Am folgenden Tag wurden diese Zellen zweimalig mit
PBS gewaschen und mit neuem Medium ausgestattet. Die mit Calcein AM beladenen, in Sus-
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pension befindlichen Zellen wurden nun ebenfalls in abgezéhlter Form in 50ul Medium in
das well pipettiert, anschlieBend im Brutschrank Uber einen Zeitraum von mindestens vier
Stunden inkubiert und regelmaRig beobachtet. Diese geringe Zeitspanne reichte aus, um den
moglichen Transfer niedrig molekularer Stoffe Gber gap junctions zu dokumentieren, wobei
der verstrichene Zeitraum fir das Anheften der Zellen, die Migration und das Zustande-
kommen der Zell-Zell-Kontakte beno6tigt wird und nicht fiir den Transfer selbst.

Die Versuche mit héher molekularen Farbstoffen — die auf ein mdgliches Fusionsgeschehen
zwischen den Zellen abzielten - wie Lipophilic Tracer, Quantum Dots, Rhodamine oder Or-
ganelle Lights unterschieden sich in folgendem Punkt: Hier wurden beide Zelltypen nach
Farbung nochmals gel6st und in Suspension gebracht. Das hei8t, sie wurden gemischt und
zeitgleich in 200ul Medium in ein well der Mikrotiterplatte gebracht. Auch der Beobach-

tungszeitraum dehnte sich auf 48h Stunden aus.

6.1.11.2 Quantifizierung

Die Calcein-Experimente wurden folgendermaRen quantifiziert: eine mit Calcein beladene
Zelle wurde randomisiert in den Fokus des Gesichtfeldes im Mikroskop mandvriert und die
Zahl der sowohl mit Calcein als auch mit Dil beladenen Zellen im direkten Umfeld notiert.
Um an eine statistische Aussage zu gelangen, wurde dies bei mindestens 30 ebenso zufallig
ausgewahlter Gesichtsfeldern wiederholt.

Bei den anderen Farbstoffen verlief die Quantifizierung ahnlich: Hier wurden die Zellen, die
zu dem entsprechenden Beobachtungszeitpunkt mit beiden Fluoreszenzstoffe markiert war-
en pro randomisiertem Gesichtsfeld gezahlt und ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl im Ge-

sichtsfeld gesetzt. Auch hier wurden mindestens 30 Gesichtsfelder ausgezahlt.?

6.1.12 Spharoidkultur

Als Spharoid wird eine kugeliges Konglomerat aus Tumorzellen bezeichnet, die eine standar-

disierte VersuchsgroRe erlaubt und durch ihre Struktur in Fragen des Metabolismus, der ex-
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primierten Proteine und anderer Botenstoffe ndher am in situ Modell eines Glioms ist als die

Monokultur’?.

6.1.12.1 Anlegen von Sphéaroiden

Um aus einer Einzelzellsuspension einen Sphéroid bilden zu kdnnen, musste den Zellen die
Moglichkeit genommen werden, sich an einer Oberfliche anhaften zu kénnen und somit

ihnen als einzigen Halt die Nachbarzelle anzubieten. Dies geschah auf folgende Arten:

6.1.12.1.1 Spharoide auf Agar-beschichteten Boden

Agar (Sigma) ist ein Galaktose-Polymer, dessen Oberflachenstruktur die Zellen am Anwach-
sen hindert. Deswegen wurde eine Mischung aus Agar und DMEM (Konzentration:
10mg/1ml) angerihrt und in der Mikrowelle mehrmals zum Aufkochen gebracht, um das
Agar vollstandig zu I6sen. AnschlieBend wurde die Losung sofort mit je 50ul pro well in eine
96well-Mikrotiterplatte pipettiert und eine Stunde im Inkubator zum Aushéarten gebracht.

Die zu verwendenden Zellen wurden wie oben beschrieben in eine Einzelzellsuspension ge-
bracht und ausgezahlt. Pro well wurden 3 000 Zellen in 100ul Medium ausgesat. Diese wur-

den nun zwei Tage inkubiert.

6.1.12.1.2 Spharoide im hingenden Tropfen

Auch hier wurden die Zellen in Suspension gebracht und ausgezahlt. Die angestrebten 3 000
Zellen wurden in 30l Medium aufgenommen und auf den umgedrehten Deckel einer Petri-
schale in Tropfenform pipettiert. Das Bodenteil der Schale wurde mit 5ml Medium gefillt,
um durch ein Flissigkeitsreservoir ein Austrocknen der Tropfen im Inkubator zu verhindern.
8 -10 Tropfen wurden aufpipettiert und anschlieBend der Deckel in einer fllissigen Bewegung

umgedreht und auf den befillten Boden gebracht. Nun sammelten sich die Zellen der
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Schwerkraft folgend in der Spitze des hangenden Tropfens und wurden ebenfalls zwei Tage

bei 37°C inkubiert.

6.1.12.2 Calcein-Stammazellspharoid auf Tumorzellrasen

Hier wurden pro well 15 000 Tumorzellen in 200ul Medium in je ein well einer Mikrotiterp-
latte ausgesat, diese Gber Nacht mit Dil angefarbt und am folgenden Tag das Medium abge-
nommen, zweimal mit PBS gewaschen und mit frischen Medium versehen. Die Uber zwei
Tage in einem Tropfen angewachsenen Spharoide aus Stammzellen wurden unter einem
Mikroskop, das unter der Laminar Air Flow Werkbank steril platziert wurde, beurteilt und
anschliefend wurde Calcein AM in das Medium des Tropfens hinzugefiigt, bis eine Konzent-
ration von 5nM erreicht war. Nach einer halben Stunde Inkubation im Brutschrank wurde
der Spharoid mit Hilfe einer Pipette und einem Zugvolumen von 5ul aus dem Tropfen gepickt
und zweimal in 100ul PBS gewaschen. In Folge wurde je ein Sphéroid in ein well auf den Tu-

morzellrasen pipettiert und lGber 5 Stunden beobachtet.

6.1.12.3 Migrationsassay mit Spharoiden

Die bereits von Goldbrunner et al. etablierte Methode®? beschreibt das Auswachsen von
Spharoiden unter extrazellularen Matrix-dhnlichen Bedingungen und wurde hier auf aus Tu-

mor- und Stammzellen bestehende sowie gemischte Sphéaroiden libertragen.

6.1.12.3.1 Durchfiihrung

Sphéaroide wurden sowohl aus ausschlieBlich Tumorzellen, aus ausschliel§lich Stammzellen
sowie aus gemischten Tumorzell-Stammzellsuspensionen gebildet. Die Zellzahl pro Spharoid
betrug 3 000, bei gemischten Spharoiden war sie gleichermaRen aufgeteilt.

Im Vorfeld wurden wells von Mikrotiterplatten entweder mit Laminin (Sigma) oder mit Fib-

ronektin (Sigma) beschichtet: Die Reagenzien wurden in D-PBS (Cambrex) geldst, um eine
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Konzentration von 2pg/cm? zu erreichen und anschlieBend mit 30ul pro well fiir eine Stunde
im Inkubator zum Ausharten gebracht. Diese beiden Proteine sind Bestandteile sowohl der
physiologischen als auch der im Tumorgewebe vorkommenden extrazelluliren Matrix®*3¢,
Pro Kombination wurden fiinf Spharoide in die Auswertung mit einbezogen.

Vor Aussdhen der Spharoide wurden die wells einmalig mit PBS gewaschen. Die Spharoide
wurden nach zwei Tagen aus ihrem Tropfen pipettiert und in je ein well einer 96well-
Mikrotiterplatte in 150ul Medium ausgesat. Randstandige Spharoide wurden mit einer Pi-

pettenspitze nachtraglich in die Mitte des wells positioniert. Dieser Zeitpunkt diente als

Stunde 0. Es folgte eine Dokumentation Uber die folgenden 72 Stunden.

6.1.12.3.2 Quantifizierung

Nachdem die Migration via Mikroskop und
Digitalkamera mit den immer konstanten Pa-
rametern (5x VergroBerung des Objektivs und
4,3x Zoom der Kamera) festgehalten worden
war, wurde die Flache auf der sich die Zellen
ausgebreitet hatten mit Hilfe der Software

wegaviewer (M.0.S.S.) berechnet.

Abb.6: Bestimmung der Migrationsflache mit finf
nicht mit einbezogenen ,Ausreiller“-Zellen

6.1.13 Blockierung der gap junction Kommunikation durch Glycyrrhetininsaure (AGA)

Glycyrrhetininsdure (=18a-Glycyrrhetinic acid, AGA, Sigma) ist ein etablierter Inhibitor der
Kommunikation via gap junction527.

Es wurden Calcein-Experimente wie bereits oben beschrieben vorbereitet. AGA wurde in
DMSO nach Herstellerinformationen geldst. AnschlieBend wurde die jeweilige angestrebte
Konzentration an AGA in dem den Zellen entsprechenden Medium hergestellt. Nun wurden
die mit Calcein beladenen Zellen in diesem Medium suspendiert und in errechneter Zahl auf

die angewachsenen Dil-gefarbten Zellen gegeben.
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AGA konnte nach zwei Stunden durch Entfernen des Mediums, einem Waschschritt mit PBS
sowie Auffillen mit frischem Medium aus dem Versuch eliminiert werden. Eine Dokumenta-

tion erfolgte Uber vier Stunden.

6.1.14 Immunzytochemie

Immunzytochemie dient dem Nachweis spezifischer Antigene von Zellen.

Hierzu wurden die Zellen ein bis zwei Tage vor dem Experiment mit einer Zellzahl von 8 000
Zellen in 0,32cm?-Mikrotiterschalen in geeignetem Medium ausgesat und bei 37°C und 5%
CO, inkubiert. Zu Beginn der Immunzytochemie wurde das Medium abgenommen und die
Zellen einmalig mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen je nach Antigenort fi-
xiert: Fir membranstdndige Antigene erfolgte eine Fixierung mit 4%em Paraformaldehyd fir
20 Minuten bei 4°C. Optional kann nach einmaligem Waschen mit PBS anschliefend die
Membran mit 1%em TritonX-100 permeabilisiert werden. Die Inkubationszeit hierbei betrug
5 Minuten bei 4°C. Flr zytoplasma- oder kernstandige Antigene wurden die Zellen mit auf -
20°C vorgekiihltem Methanol bei -20°C fir 5 Minuten fixiert. Nun wurden die Zellen fiir 10
Minuten mit PBS gewaschen.

Als nachster Schritt erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen mit einer 1%en in PBS
geldsten BSA-Konzentration fiir dreimal 10 Minuten.

Der primdre, gegen das Antigen gerichtete Antikdrper wurde je nach Herstellerinformatio-
nen in der maximal empfohlenen Konzentration in Antibody Diluent (Dako) verdiinnt, auf die
Zellen gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde je ein Zellfeld
mit reinem Antibody Diluent versehen.

Am zweiten Tag der Immunzytochemie erfolgte ein nochmaliger Waschschritt mit 1%em BSA
fir dreimal 10 Minuten. Ab diesem Zeitpunkt wurde zum Schutz der fluoreszierenden Rea-
genzien die Inkubationsperiode im dunklen Zustand organisiert.

Der sekundare Antikorper richtet sich nach den Antigeneigenschaften des primaren Antikor-
pers, das heildt, er reagiert mit den speziestypischen Antigenen des primaren Antikorpers, je
nachdem aus welchem Tier er gewonnen wurde. Hier wurden sowohl der grin fluoreszie-
rende FITC-Antikorper (Extinktion: 503nm, Sigma-Aldrich) als auch der rot fluoreszierende

TexasRed-Antikorper (Extinktion: 595nm, Linaris) genutzt. Auch diese Antikérper wurden in
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der vom Hersteller empfohlenen maximalen Konzentration in Antibody Diluent verdiinnt
und auf den Zellen 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Es schloss sich ein dreimaliger Waschschritt mit 1%em BSA an. Im Folgenden wurden die
fixierten Zellen nun 5 Minuten bei Raumtemperatur mit DAPI-Losung (2pug/ml in DMSO ge-
|6st, Sigma) inkubiert, um die Zellkerne gegenzufarben. Dieser Schritt dient dem Nachweis
von Zellen bei negativem Ergebnis der Antikorperfarbung. Es folgte ein nochmaliger Wasch-
vorgang mit 1%em BSA fiir dreimal 10 Minuten.

AnschlieBend wurde das Ergebnis unter dem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.

6.1.15 Waestern Blot

Auch die Methode des Western Blots dient dem Nachweis spezifischer Proteinstrukturen
von Zellen. Im Folgenden werden die dafiir nétigen Schritte Proteinisolation, -bestimmung

sowie der Chemilumineszenz dargestellt.

6.1.15.1 Verwendete Lésungen

Lysepuffer Protease Inhibitor Cocktail 1 und 2 (Sigma), 10 mM Tris, 0.5 % NP-
40, 150 mM NacCl, 10 % Glycerol, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, pH 8.0

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris, 250 mM Glycine, 0.1 % SDS, pH 8.3
(TBS)

Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycine, 0.01 % SDS, 20 % Methanol, pH 8.3

Waschpuffer (TTBS) 20 mM Tris, 136 mM NaCl, 0.1% Tween20, pH 6,8

Blockierungs-/Inkuba- 20 mM Tris, 136 mM NaCl, 0.1% Tween20, pH 6,8, 5% non-fat milk

tionslésung
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Lammlipuffer 4X 4xfach TrisCl (pH 6.8) 5 ml, SDS 0.8 g, 100% Glycerol 4 ml, Bromo-

phenol Blue, 0,5ml H20, Frisch hinzugeben: 5% R-Mercaptoethanol

Coomassie Firbe- 5ml Essigsdure, 50ml Methanol, 45ml H,0, 0,5g Coomassie blue G-
16sung 250

Coomassie Entfarbe- 5ml Essigsaure, 50ml Methanol, 45ml H,0

16sung

Ponceau S Losung 0,5g Ponceau S, 1ml Eisessigsaure, 98,5 ml H,O

6.1.15.2 Proteinisolation

Die verwendeten Zellen wurden in einer 75cm? Kulturflasche konfluent inkubiert. Das Me-
dium wurde abgenommen und die Zellen mit eisgekiihltem PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden 0,5ml vorgekihlter Lysepuffer auf die Zellen pipettiert und nach einer halben Minu-
te Inkubationszeit ein Lysat mit Hilfe eines Zellschabers hergestellt. Dieses wurde aufge-
nommen und in einem 1,5ml-Eppendorf-Cup mittels einer 1ml Spritze (26G-Spitze) mehr-
mals durchmischt, um Membranstrukturen zu zerstoren. Die Suspension wurde nun 10
Minuten bei 12 000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppen-

dorf-Cup Uberfuhrt und bei -20°C gelagert.

6.1.15.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode dient der Bestimmung des Proteingehalts des gewonnenen Lysats. Mit Hilfe

eines Bradford Dye Reagenz/ BSA Standard Kits (Bio Rad) wird die Konzentration der Protei-

ne in Lésung mit einer Eichkurve verglichen und daraus der Gehalt errechnet. Die Messun-

gen erfolgten in einem Biophotometer (eppendorf) mittels Extinktionsbestimmung.
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6.1.15.4 Chemilumineszenz

Es wurden pro Zelllysat 15ug verwendet, dieses mit Limmlipuffer (mit frisch versetztem R-
Mercaptoethanol) im Verhaltnis 4:1 gemischt und 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Wahrend-
dessen wurde das Elektrophorese-Gel (10-20 % Poliacrylamide Ready Gels, Bio-Rad) vorbe-
reitet und im Mini-Protean 3 cell apparatus (Bio-Rad) befestigt. Die Wanne wurde mit vorge-
kihltem Elektrophoresepuffer befillt. Die Lysate wurden nun mit Hilfe einer
Mikroliterspritze (Hamilton) in die Taschen des Gels gefillt und je eine Tasche mit einer
Kombination aus den Markern SeeBlue (Invitrogen) und MagicMarker (Invitrogen) und der
fir den jeweiligen Antikorper gewahlten Positivkontrolle befiillt. Die Elektrophorese bei
110V lief 60 Minuten.

Zur Vorbereitung des Transfers der Proteine vom Gel auf die PVDF-Membran (Bio Rad) wur-
de diese fir einige Sekunden in Methanol inkubiert und anschlieend wie die Fiber pads und
das Blotpapier 15 Minuten in Transferpuffer vorbereitet.

Das Gel wurde entnommen und 15 Minuten in Transferpuffer inkubiert. Daraufhin wurden
die Materialien in folgender Reihenfolge in die Kassette der Blotkammer sortiert: Fiberpad —
Blotpapier — Gel — Membran — Blotpapier — Fiberpad. Die Blotwanne wurde mit vorgekihl-
tem Transferpuffer befillt und mit Eis umgeben. Die Transferdauer betrug bei 110V 90 Mi-
nuten.

Im Anschluss konnte der Erfolg des Transfers mit Hilfe der Coomassie-Lésung am Gel und mit
Hilfe der Ponceau-S-Losung an der Membran Gberpriift werden.

Die nun folgenden Bearbeitungsschritte geschahen alle unter sanfter Bewegung der Memb-
ran auf einem Rotator. Es folgte die Blockierung unspezifischer Bindungen mittels TTBS mit
5% non fat milk (Carl Roth) fiir 60 Minuten. Die Membran wurde nun Uber Nacht bei 4°C mit
dem primaren Antikorper, gelost in Inkubationslosung im Verhaltnis 1:200) inkubiert.

Nach dreimal fiinf minltigen Waschschritt mit TTBS folgte die Inkubation mit dem an Pero-
xidase konjugierten sekundaren Antikorper (Sigma Aldrich), in Inkubationslésung im Verhalt-
nis 1:10 000 gelost, fir 60 Minuten bei Raumtemperatur. Es schloss sich ein dreimaliger
Waschschritt an.

Die Membran wurde nun mit 3ml einer Loésung aus Immunstar Luminol Enhancer und HRP
Peroxid-Puffer (Bio Rad) 5 Minuten inkubiert. Die Peroxidase des sekundaren Antikorpers
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bindet das Luminol und setzt es in eine Fluoreszenz um. Die Membran wurde durch Ein-
schweillen in eine Folie und kraftiges Auswalzen von Uberschissiger Losung befreit und zu-
gleich in feuchtem Zustand gehalten. Mit Hilfe einer Entwicklungsmaschine Scopix LR 5200
(Agfa) und Rontgenfilm Super X-Ray RX (Fuji) wurde das Ergebnis anschliefend dokumen-
tiert.

Zur Kontrolle der Resultate wurde die Membran gestrippt: einem Waschschritt mit H,O folg-
te eine Inkubation mit NaOH Uiber 5 Minuten bei Raumtemperatur mit wiederholtem Wa-
schen mit H,0. Der an Peroxidase konjugierte Antikorper gegen R-Aktin (Santa Cruz) wurde
in Inkubationslésung im Verhaltnis 1:20 000 fir 1 Stunde belassen, bevor nochmalig ein

Waschvorgang mit TTBS und die Schritte zur Dokumentation folgten.

6.1.16 Immunzytochemie einer Co-Kultur

Diese Versuche waren eine Kombination aus der zuvor beschriebenen Co-Kultur aus zwei
verschiedenen Zelltypen und einer darauf folgenden Immunzytochemie. Gliomzellen des
Typs U373 GFP sowie Stammzellen der Variante L87 wurden mit einer Anzahl von je 2000
Zellen pro 0,32cm? in 200pul Medium (DMEM versetzt mit 10% FCS und Antibiotika) suspen-
diert und fiir 5 Tage inkubiert. Am dritten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Nach Ablauf des
Zeitraums wurden die Zellen mit PFA 4% fixiert und einer Immunzytochemie mit dem Anti-
kdrper SV40 T-Antigen (Calbiochem) unterzogen. Das Experiment diente dazu, eine komplet-
te Fusion der beiden Zelltypen nachzuweisen, da die SV40-Gensequenz der Stammzellen im
Nukleus derselben lokalisiert ist und nach Fusion ebenfalls in den mittels GFP markierten

Tumorzellen zu finden sein kdnnte.

6.2  Tierexperimentelle Untersuchungen

Die hier durchgefiihrten tierexperimentellen Untersuchungen fanden mit Zustimmung der
Regierung von Oberbayern unter Beachtung der giiltigen Tierschutzgesetze statt. Sie werden
erganzend angefiihrt, dienten als Vorversuche fiir eine Serie von tierexperimentellen Frages-

tellungen, die Bestandteil weiterer Arbeiten des Tumorbiologischen Labors geworden sind.
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Die von der Firma Harlan bezogenen Nacktratten des Stamms HSD:rh-rnu waren ausschlieR-
lich mannlich und bei Lieferung 8-9 Wochen alt sowie 200-300g schwer. Die Tiere zeichneten
sich durch eine Immuninkompetenz aus, die auf einem autosomal-rezessiven Gendefekt be-

40;41;72 .
. Diese In-

ruht und ihnen einen zystischen und nicht funktionalen Thymus beschert
kompetenz eignet die Ratten fiir Transplantationen mit xenogenem Material und macht eine
AbstoRungsreaktion duBerst unwahrscheinlich.

Die Tiere wurden in einem Inkubatorschrank mit regelmaBigem Tageslichtrhythmus gehalten
und mit sterilem Einstreu und Nahrung versorgt.

Ziel dieses Tierversuchs war es, die Wirksamkeit der L87-Tie2-Tk-Stammzellen in vivo zu be-
weisen und damit teilweise die bereits durchgefiihrten Experimente mit den L87-Tie2-RFP-
Zellen zu bestéatigen. Diese wurden nach lokaler sowie nach systemischer Gabe an Versuchs-
tieren mit einem zuvor injizierten Gliom im Tumorparenchym und —endothel nachgewiesen.
Der Mechanismus dieser transfizierten Zellen wurde bereits erldutert: Nach Einbau in das
Gefdllnetz des Tumors und damit einer Differenzierung in einen mehr endothelialen Typ,
exprimieren die Stammzellen eine Thymidinkinase, die das applizierte Ganciclovir umsetzt.
Hierzu wurden den Tieren zu Beginn je 1 Millionen U87-Tumorzellen intrakraniell implan-
tiert. Es folgte eine MRT-Kontrolle 2-3 Wochen im weiteren Verlauf, um sicher zustellen,
dass sich ein Tumor gebildet hatte und um dessen exakte AusmaRe zu bestimmen. Daraufhin
wurden den Versuchstieren die ersten Stammzellen des Typs L87-Tie2-Tk i.v. (intravenos)
injiziert. Um die Migration in das Gefal3system und Differenzierung dieser Zellen abzuwar-
ten, erfolgte die Ganciclovirgabe i.p. (intraperitoneal) am zweiten sowie am dritten Tag nach
Stammzellgabe. Dieser Zyklus wurde viermal wiederholt, inklusive einer erneuten MRT-
Kontrolle im Zuge des vierten Ablaufs, um die Wirksamkeit der Therapie bereits am leben-
den Tier durch eine mégliche Tumorregression zu dokumentieren. Beendet wurde die Ver-
suchsreihe zum Teil durch den frihzeitigen Tod der Ratten oder durch das Téten der letzten

Versuchstiere zwei Wochen nach dem letzten Therapiezyklus.
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6.2.1 Orthotope Tumorimplantation intrakraniell

Die zu implantierenden humanen Tumorzellen wurden in Zellkulturflaschen angeziichtet, am

Tag der Operation wie im zellbiologischen Abschnitt weiter oben beschrieben geldst, gezahlt

und anschlieBend in PBS aufgenommen und unter sterilen Bedingungen auf Eis transportiert.

Nach etablierter Methode" lief die
Operation ab: Das Operationsum-
feld wurde mit Ethanol gereinigt.
Die Tiere wurden mit Hilfe eines
Vapor-Narkosemittelverdampfer

(Drager) (Oz: 2 L/min; N,O: 0,7
L/min; Isofluran (Abbott): 2-4 Vol%
je nach Narkosetiefe) narkotisiert
und in eine Kopfhalterung des

stereotaktischen Operationstisches

(Kopf Instruments) eingespannt.

\\ [ La: sor Bar
ek

. ] Abb.7: Inzisionspunkt (x) an Hand einer modifizierten Abbil-
Wahrend der OP wurde die Narkose dung nach Pellegrino et al. des Rattenschidels™

aufrecht erhalten und die Vitalparameter der Tiere
regelmalig Uberprift. Der Schadel wurde rasiert
und gereinigt. Es wurde ein Hautschnitt entlang
der Schadelmitte zwischen den Augen bis zu der
Kopfhinterkante gesetzt und das Periost
freiprapariert. In der Mitte zwischen Bregma- und
Lambdalinie wurde auf der rechten Schadelhalfte
ein Loch durch die Schadelplatte gebohrt, die Dura
blieb intakt. Mit Hilfe einer fixierten

Mikroliterspritze (Hamilton) wurden nun 1

Millionen U87-Tumorzellen in 5ul PBS gel6st

2mm unter die Kortexoberflache injiziert. Der

Abb.8: Intraoperatives Bild,
Zeitpunkt der Tumorinjektion

Knochendefekt wurde mit Knochenwachs (Ethicon) geschlossen und die Hautwunde mit

Supolene-Faden (Ethicon) verniht. Die kurzzeitige Uberwachung der Tiere nach Beendigung

der Narkose diente dem Ausschluss eventuell auftretender Operationsfolgen.
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6.2.2 MRT-Kontrolle

Um den Erfolg der Tumorimplantation bzw. der Therapie zu
Uberprifen, wurden die Tiere zu bestimmten Zeitpunkten
einer Kontrolle mittels eines Magnetresonanz-Scans unterzo-
gen.

Dazu wurden die Tiere vor Ort intramuskuldr andsthesiert
(0,1ml Ketamin-HCI (ratiopharm) + 0,1ml Rompun (Bayer) +
0,1ml NaCl).

Die Tiere wurden in die Armschiene des 1.5T MRT-Scanners
(Magnetom Symphony, Siemens Medical Solutions) gelegt und
um eine hohere Auflésung und damit eine prazisere Aussage
zu erreichen, unter einem small loop coil (Siemens Medical
Solutions) fixiert’®.

Nach der Untersuchung wurde der Aufwachprozess der Tiere

ebenfalls Giberwacht.

6.2.3 i.v.-Gabe von hMSC

Abb.9: a: Ratte in Armschiene;
b: Ratte unter loop coil

Die von biochemischen Abteilung der medizinischen Poliklinik Innenstadt, Miinchen bezoge-

nen genetisch veranderten Stammzellen Typ L87-Tie2-Tk**

Tag der Gabe geldst, gezahlt und in PBS aufgenommen.

wurden dort kultiviert und am

Die Tiere wurden mit Hilfe eines Vapor-Narkosemittelverdampfer (Dréger) (O,: 2 L/min;

N,O: 0,7 L/min; Isofluran (Abbott): 2 Vol%) nochmals kurzzeitig narkotisiert. Mittels einer

Venenkaniile (Braun) wurde eine Schwanzvene punktiert und 2 Millionen Stammzellen in

0,5ml PBS gel6st langsam injiziert. Der Zeitpunkt der Gabe folgte dem vorgegebenen, im Ka-

pitel Ergebnisse unter tierexperimentelle Untersuchungen dargestelltem Schema.
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6.2.4 i.p.-Gabe von Ganciclovir

Das von der Thymidinkinase der L87-Tie2-Tk-Zellen aktivierte Ganciclovir (Roche), ein Viros-
tatikum und Analogon der Nukleinbase Guanin, wurde den Tieren nach besagtem Muster am
zweiten und dritten Tag nach Stammzellgabe intraperitoneal injiziert. Dazu wurden die Rat-
ten kurzzeitig aus ihrem Gehege genommen und ohne Narkose mit 6mg der Substanz, gel6st

in 0,2ml NaCl (Natrium-Chlorid-Losung), in einer Injektionsspritze, therapiert.

6.2.5 Prdparation der Hirnresektate

Der Zeitpunkt der Totung wurde wie folgt bestimmt: entweder gab es der festgelegte Zeit-
plan vor oder die Tiere zeigten vorher schon bei der taglichen Begutachtung neurologische
Symptome wie eine Stérung der Motorik oder verloren in relativ kurzem Zeitraum viel Ge-
wicht, was auf eine vegetative Stérung durch den sich vergrofernden Tumor hinwies.

Die Tiere wurden mit Hilfe von Ether unter einer Narkoseglocke getotet.

Durch einen okzipitalen Zugang wurde das GroRBhirn in Folge entnommen und unmittelbar
im Anschluss zur weiteren Aufarbeitung in 4% Formalin bei Raumtemperatur oder in Kryo-

matrix bei -80°C eingelagert.

6.2.6 Aufarbeitung der Hirnresektate

Die Hirnresektate wurden mit Hilfe von Frau Angelika Henn aus dem Institut fiir Neuropatho-
logie GrolRhadern unter der Leitung von Prof Dr Nikolaus Plesnila aufgearbeitet: Nach Fixie-
rung des Resektats in gepuffertem 4% Formalin und 70% Ethanol erfolgte nach vorgegebe-
nem Protokoll mit wiederholten Waschschritten in Ethanol in unterschiedlicher
Konzentration sowie Aceton die Einbettung in Paraffin sowie die Anfertigung von Schnitt-
prapaten auf Tumorniveau mit einer Schichtdicke von 5-20 um. Es wurde eine koronare Ebe-

ne gewahlt. Die Praparate wurden auf Objekttrdgern fixiert. In abwechselnder Reihe folgte
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nun eine HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) und eine Immunhistochemie mit SV40-

Antikorper (Calbiochem).

6.2.7 HE-Farbung der Hirnpraparate

Die auf Objekttragern fixierten Schnitte wurden im Folgenden bei Raumtemperatur mit dem
Losungsmittel Xylol (Roth) 15 Minuten lang entparaffinisiert, um das fur die Stabilitdt wah-
rend des Schneidevorgangs wichtige Medium wieder zu entfernen. Es schloss sich eine
Waschreihe mit 100, 96 und 70 %igem Ethanol an, um die Praparate fir den Farbevorgang
sukzessive zu wassern.

Die Schnitte wurden nun in Himalaun (Merck), dem basischen Hamaleinlack des Hamatoxy-
lin, 6 Minuten inkubiert. Dieser Farbstoff verleiht allen basophilen Strukturen der Zelle, in-
sbesondere dem Zellkern mit der DNA und dem rauen endoplasmatischen Retikulum, einen
blauen Farbton. Mittels Wasser wurde nun das Uberschiissige Hamalaun 10 Minuten lang
ausgewaschen und durch die damit verbundene Erhéhung des pH-Wertes kam es zu einer
weiteren Verblauung des Hamatoxylins.

Ein weiterer Waschschritt mit 70%em Ethanol bereitete die 5 miniitige Farbung in Eosin
(Sigma) vor. Eosin farbt die lipophilen Zytoplasmastrukturen rot.

Eine Waschreihe mit destilliertem Wasser, 70, 96 sowie 100%igem Ethanol bewirkte eine
erneute Entwdsserung des Praparats, das nun wieder in Xylol inkubiert wurde.

Mittels des Klebstoffes Eukitt (Sigma) wurde ein Deckpldttchen auf den Objekttragern fixiert

und das Praparat somit haltbar gemacht.

6.2.8 Immunhistochemie der Hirnpraparate

Die Immunhistochemie der geschnittenen Hirnpraparate wurde modifiziert iibernommen.'%*
Je nach Fixationsweise wurden die Hirnschnitte unterschiedlich vorbereitet: Paraffinschnitte

wurden mit einer Xylol-Alkoholreihe und einer Antigendemaksierung prapariert. Bei letzterer
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wird das Objekt in einer Citrat-Puffer-Losung 20 Minuten in der Mikrowelle gekocht. Bei Ge-
frierschnitten geniigte eine 30 sekiindige Fixierung mit eisgekihltem Aceton.

Nun folgten drei finfminltige Waschschritte mit PBS. Um spater falsch positive Ergebnisse
zu vermeiden, wurde anschlieBend die endogene Peroxidase blockiert, da im sekundaren
Antikoperschritt eine Streptavidin-Peroxidase zur Signalverstarkung zum Einsatz kam.

Nach weiteren Waschzyklen mit einer Tris/Tween20-Losung und einer einstlindigen Hinter-
grundblockierung mit Protein Block (Dako), erfolgte die Gabe des primaren Antikdpers anti-
human SV40 large t-antigen (calbiochem) in einer Verdiinnung von 1:50 in Antibody Diluent
(Dako). Die Schnitte wurden nun Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach weiteren Waschschritten wurde nun der sekundare Antikérper angewandt. Hier kamen
zwei Optionen zum Einsatz: Erstens: die direkte Gabe des sekunddren Antikérpers Texas Red
anti-mouse oder FITC anti-mouse in einer Verdiinnung von 1:20 oder zweitens: Es erfolgte
zuerst eine Signalverstdrkung mittels Biotin und Streptavidin-Peroxidase (Dako). Diese Me-
thode dient der Vervielfdltigung der Bindungsstellen fir den sekundaren Antikdrper, um ein
deutlicheres Signal zu erhalten. Der Fluoreszenzantikorper wurde anschlieBend 60 Minuten
lang inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden die Objekttrager eingedeckelt und standen

zur mikroskopischen Dokumentation zur Verfligung.
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7 Ergebnisse

7.1 Modifizierte, neuartige Methoden

7.1.1 Tube Formation Assay mit Endothelzellen und hMSCs

Wie in Abbildung Nr. 11 zu sehen, bilden Endothelzellen in einem Tube Formation Assay
rohrenahnliche Strukturen.
Hier wurde der generelle Effekt von humanen mesenchymalen Stammzellen auf

Glioblastomendothelzellen (GB-ECs) in Bezug auf tube formation in vitro getestet (getestete

Kombinationen siehe Tabelle 1). @ hMSC L87-Tie2-TK L87-Tie2-RFP
Wihrend Stammzellen alleine auf Matrigel | GBEC|fV vV v v
. . . KM | v -
keine derartigen Formen ausbildeten (Abb. ne ne
HUVEC | - ng ng -
13b), fiihrte die Kombination aus GB-ECs und @

hMSCs zu einer kompletten Integration der

V = tubes; - = keine tubes; ng = nicht getestet

Stammzellen in die Rohrenstrukturen der  Tab.1:in Tube Formation Assay getestete Zelltypen
Endothelzellen (Abb. 12). Hndfhre Kombinationen
Bei aus gleicher Zellanzahl bestehenden Versuchen nur mit Endothelzellen sowie in einer
Kombination mit Stammzellen schien die Zahl der entstehenden Réhrenstrukturen gleich.
Anders sah es bei dem zeitlichen Zustandekommen der tubes aus:

In Anwesenheit von Stammzellen bilden die Zellen deutlich schneller ein Gebilde als
Endothelzellen in Reinkultur (Abb. 10). Um auszuschlielen, dass losliche Botenstoffe,
sezerniert von den Stammzellen, das Zustandekommen und das Wachstum der
Endothelstrukturen foérdern, wurde der Tropismus der GB-ECs zusatzlich in hMSC-
konditioniertem Medium beobachtet (Abb. 13a): Es wurde kein positiver Effekt auf die
Rohrenbildung festgestellt, im Gegenteil: wie in Abbildung Nr. 10 zu sehen, zeigten die Zellen
unter Einfluss des konditionierten Mediums ein geringeres und langsameres Wachstum.
Darilberhinaus zeigten diese Experimente, dass sich die mesenchymalen Stammzellen des
Typs L87-Tie2-RFP zwar in die Strukturen in vitro integrieren, sich aber nicht differenzieren.

Diese Differenzierung ware durch ein in Folge dieser exprimiertes, rot fluoreszierendes

Protein sichtbar geworden. Sie wurde nicht festgestellt.
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Anders als bereits beschrieben™* bildeten die als Kontrolle eingesetzten HUVEC-Zellen keine
tubes aus. Die Griinde bleiben unklar und konnten auch bei wiederholten Versuchen nicht
korrigiert werden. Die Versuche wurden trotz allem in die Ergebnisdarstellung mit
aufgenommen, da sie zeigen, dass die HUVEC-Zellen auch nicht als zelluldre Stimulanz fir

Tumorzellen (hier des Typs L87-Tie2-RFP) zur Ausbildung von tubes dienten.

Abb. 10: 100
Roéhrenbildung der
angegebenen Zellkom- 90
binationen.
Werte sind in Prozent 80

die in tubes bereits
integrierten Zellen.
GB-ECs formieren sich
in  Kombination mit
hMSCs schneller zu
Rohren.

Die Standardabwei-
chung ist als Fehlerbal-
ken angegeben.

T
1
70 —4—10 000 GB-ECs in
ECM
60 L 1
10 000 GB-ECs in
50 DMEM
—#A—10 000 GB-ECs in
40 - kond. DMEM
30 10 000 GB-ECs + 10

1
/l / 000 hMSCs in ECM

in tubes integrierte Zellen in %

20 —3%—10 000 GB-ECs + 10
000 hMSCs in DMEM
10 -
O i
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Abb.11:

Tube Formation Assay mit
10 000 GB-ECs, Aufnahme
nach 24h

a: Durchlichtmikroskop

b: Fluoreszenzmikroskop,
Zellen mit DiO gefarbt
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Abb.12:

Tube Formation Assay mit Co-
Kultur aus 10 000 GB-ECs und
10 000 hMSCs, Aufnahme nach
24h

a: Durchlichtmikroskop

b: Fluoreszenzmikroskop, GB-
ECs mit DiO griin, hMSCs mit Dil
rot gefarbt

Abb.13: a: 10 000 GB-ECs in stammzellkonditioniertem Medium nach 24h, kein wesentlicher Unterschied zu
unkonditionierter Nahrldsung erkennbar; b: 10 000 hMSCs nach 24h, keine Rohrenbildung erkennbar
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7.1.2 Sphéaroide aus Tumorzellen und hMSCs

Zum Einen dienten diese Versuche der Untersuchung der Migrationseigenschaften von un-
terschiedlichen Zelltypen aus einem Spharoid. Die Sphéaroide, angesetzt mit einer Zellzahl
von 3000, waren am Ende ihrer zweitagigen Bildungsphase im Schnitt 0,13mm? groR. Es

wurde nun ein deutlicher Unterschied in

. ) | @ U373 U373DI0__ U373 GFP
der erreichten Auswanderungsflache von hMISC v
. L ) ) hMSC Dil v v v
reinen Stammzellspharoiden im Vergleich U373 v
o u373pio | v
zu denen aus ausschlieRlich Tumorzellen U373 GFP v

oder gemischt aus Tumor- und Stammzel- Tab.2: getestete Spharoidkombinationen
len sichtbar (Tab. 2, Abb. 14,15,16).

hMSCs wanderten nur eine geringe Strecke aus dem Spharoid aus und vergrofRerten die ge-
messene Flache innerhalb von 48 Stunden durchschnittlich um den Faktor 3,34. Dahingegen
wuchs die Flache der Tumormigration im Mittel um das 22fache und die gemischter Spha-
roide um das 25fache (Abb. 14). Zudem war es moglich, ein eindeutig starkeres Migrations-
verhalten aller getesteten Zellkombinationen auf mit Fibronektin oder Laminin benetzten im
Vergleich zu unbeschichteten Boden zu verzeichnen (Abb. 14,15). Des Weiteren konnte ein
das Migrationsverhalten hemmender Einfluss der genutzten Farbstoffe wie dies von Vince et
al. vorbeschrieben worden war*?’ nicht festgestellt werden (Abb. 15).

Zum Anderen lag ein Augenmerk auf einem moglichen Motilitatsunterschied von Stammzel-
len und Tumorzellen aus einem gemischten Spharoid heraus. Hier war keine Diskrepanz zwi-
schen den Zelltypen festzustellen. Die Zellarten verteilten sich homogen in der Migrations-
flaiche. Auch die zuvor geringe Wanderungsstrecke von hMSCs aus einem reinen
Stammazellsphéroid lieR sich hier nicht bestatigen. Diese migrierten ebenso weit wie Tumor-
zellen (Abb. 16¢,17,18).

Dariberhinaus konnte eine im Vergleich zur Co-Kultur hohe Anzahl von aus gemischten
Sphdroiden ausgewanderten Zellen notiert werden, die nach der zweitagigen Spharoidbil-
dungsphase mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren. Diese verteilten sich ebenso

homogen und zeigten kein differenziertes Migrationsverhalten (Abb. 18).
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Abb.15: Aufteilung des Ausbreitungsfaktors in alle getesteten Zellkombinationen.
Es ist kein negativer Einfluss der Farbstoffe auf das Migrationsverhalten der Zellen
zu erkennen. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben.
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Abb.16:

a, b: hMSC-Sphéroid, Dil rot
gefarbt, auf Laminin, 0 ->
48h

¢, d: Tumor-Spharoid, U373
DiO griin gefarbt, auf Lami-
nin, 0 ->48h

e, f: gemischter Spharoid,
hMSC Dil rot gefarbt, U373
GFP, auf Laminin,

0->48h

Deutlich ist das starkere
Migrationsverhalten des
Tumor- und des gemisch-
ten Sphéaroids gegeniber
dem Stammzellspharoid zu
erkennen

Abb.17: Spharoid aus 1500 hMSCs Dil und 1500
U373GFP, 24h nach Aussaat, Bild mittels Kombination
aus Fluoreszenz- und DIC-Durchlicht-Mikroskopie:
Homogene Verteilung aller Zelltypen in der Migrations-
flache sowie ein groBer Anteil zweifarbiger Zellen

Abb.18: Fluoreszenzaufnahme der Migrationsflache. U373GFP und hMSC Dil, nach 24h, Sphéroid links
unten. Es sind sowohl migrierte griine Tumorzellen (x), rote Stammzellen (*) als auch zweifarbige(<)

zu erkennen
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7.2 Interaktion von Gliomzellen und hMSCs als funktionelles Synzytium

7.2.1 Gap junction vermittelter Austausch von Calcein in Co-Kulturen von Gliom- und

Stammazellen

Die Co-Kultur diente dem Nachweis von Kommunikation via gap junctions zwischen Stamm-
zellen und Glioblastom- bzw. Glioblastomendothelzellen. Die erste Fragestellung richtete
sich hier danach, ob diese Art von Austausch Uberhaupt zu Stande kommt. Tabelle 3 gibt
eine Ubersicht, welche Kombinationen erfolgreich getestet wurden. Bei jeder gepriiften Va-
riation kam es auch zu einem Austausch des Calceins. Des Weiteren stellte sich die Frage, ob
der Transfer bidirektional ablduft, das heiflt, ob der Farbstofftransfer in beide Richtungen
vollzogen wurde. Dies konnte ebenso bewiesen werden (siehe Tabelle 3).

Die Anzahl der beobachteten Ubertragungen des Farbstoffes nahm im zeitlichen Verlauf zu,
abhdngig von Wachstums- und Ausbreitungsgeschwindigkeit der mit Calcein beladenen Zel-
len. Am als Versuchsende festgelegten Zeitpunkt nach vier Stunden konnte im groBRten Teil
aller Falle in den gesamten, die Calceinzelle umgebenen Dil-markierten Zellen ein stattge-

fundener Farbtransfer festgehalten werden (Abb. 19, 20).

Km L87-
isol Tuisol Tie2- Astro-
hMSC | hMSC | hMSC TK GB-EC | US87 U251 | U373 | zyten | HUVEC
hmsc X 0 o) 0 X X X X X X
Km isol
hMSC 0 X 0 0 X X X X X X
Tu isol
hMSC 0 0 X 0 0 X 0 o) o) X
L87-
Tie2.TK 0 o) 0 X X X X X o) o)
GB-EC X X o) X X X o) o) X o)
us7 X X X X X X o) o) X o)
U251 X X 0 X 0 0 X o) o) o)
U373 X X 0 X 0 0 0 X o) o)
Astro-| X 0 0 X X 0 0 X 0
zyten
HUVEC X X X o) o) o) o) o) o) X

Tab.3: Transfer von Calcein AM in Co-Kulturen. Transfer erfolgte in beide Rich-
tungen. X = Transfer von Calcein, O = nicht getestet
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Abb.19: a,b,c: Fluoreszenzaufnahme, U87 mit Dil rot (x), hMSC mit Calcein griin (->), Transfer des
Calceins in naheliegende Tumorzellen (*) nach 4h;

d: hMSC Calcein (->), GB-ECs Dil mit von Stammzelle erlangtem Calcein (*) nach 1,5h;
e: hMSC Calcein (->), Astrozyt Dil mit von Stammzelle erlangtem Calcein (*) nach 2h;
f: U373-Tumorzellen mit Calcein (*), hMSC Dil mit von Tumorzellen erlangtem Calcein (->) nach 4h
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Abb.20: a: Fluoreszenzaufnahme: Knochenmark isolierte hMSC mit Calcein griin (->), U87 Dil (x)
sowie mit gelungenem Calceintransfer (*);

b: Phasenkontrastmikroskopie; c: Kombination aus Fluoreszenz- und DIC-Mikroskopie: das Calcein
fillt die gesamte Stammazelle aus

Hier wurde auch der sogenannte Schneeball-Effekt
Uberprift. Dies bezeichnet die Weitergabe des Calceins
ausgehend von einer Zelle auf eine zweite sowie von
dieser ausgehend auf weitere.

Im Rahmen der gegebenen Madglichkeiten wurde zuerst
versucht, mit Hilfe des auf dem Mikroskop verankerten
Koordinatensystems und eines Fixierungsrahmens fir
die Mikrotiterplatte an jedem Dokumentationszeitpunkt
die exakt gleiche Stelle wiederzufinden und so die zeitli-
che Entwicklung bzw. die Calceinweitergabe zu beo-
bachten. Ein bestmdgliches Ergebnis ist in Abbildung 21

zu sehen. Hierbei traten folgende Schwierigkeiten auf:

Die Prazision des Koordinatensystems erwies sich ver-
bunden mit der Migration der Zellen als ungenigend,
um rasch den gleichen Ort in den Fokus zu nehmen. Des
Weiteren konnte nicht vollstdndig ausgeschlossen wer-
den, dass der Calceintransfer nicht aus einer auRerhalb

des Gesichtsfeld liegenden Zelle stammt, die im Doku-

c

mentationsintervall die Zellen tangierte. Eine Verkdr-

Abb.21: Schneeball-Effekt: hMSC
Calcein, U87 Dil, Bilder nach 1h (a),
2h (b) und 3h (c)

zung der Intervalle unter eine Stunde hatte inklusive der
ungiinstigen Wachstumsbedingungen aullerhalb des In-
kubatorschranks zur Folge, dass die Fluoreszenz unter dem Einfluss des UV-Lichts der Queck-

silberlampe ausbleichte und nicht den gesamten Dokumentationszeitraum tUberdauerte.
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Letzteres war auch der limitierende Faktor des zuvor beschriebenen Inkubatormikroskops®°.
Hier konnten alle das Wachstum negativ beeinflussenden Faktoren beseitigt werden. Trotz-
dem gelang keine ansprechende Darstellung eines Weitergabe-Effekts wegen des Verblei-
chens der Fluoreszenz und der zytotoxischen Wirkung der Strahlung.

Ein weiterer Anlauf war das alternative Vorgehen, Stammzellen in einem Spharoid unmittel-
bar vor der Aussaat mit Calcein zu beladen und diesen auf einen dichten Rasen mit dem Li-
pophilic Tracer Dil rot markierten Tumorzellen zu positionieren. Dies hatte den Vorteil, dass
der Transfer nur von einem fixierten Zellpunkt aus geschehen konnte. Allerdings scheiterte
der Beweis zum Einen an dem Ausbleichen des Farbstoffes durch Strahlung sowie an Abbau-
prozessen durch die Zellen und zum Anderen konnte in dem dadurch zur Verfiigung stehen-
den Beobachtungsfenster kein Transfer dokumentiert werden.

Eine letzte durchgefiihrte Mdoglichkeit war ein Ansatz mit drei Farbstoffen: Stammzellen
wurden wie gewohnt mit Calcein AM griin markiert, ein Tumorzelltyp rot mit Dil und weitere
Zellen derselben Zellart mit Calcein Blue, einem blauen Farbstoff. Ziel war es, einen Transfer
von Calcein AM und Calcein Blue in ein und dieselbe rote Zelle zu beobachten. Hier war die
hohe Zytotoxizitat sowie das extrem schnelle Ausbleichen des Calcein Blue der verhindernde

Faktor.

7.2.2 Gap junction Inhibition mittels Glycyrrhetininsdure (AGA)

Als Beweis, dass der Fluoreszenzfarbstoff Calcein (iber gap junctions und nicht Gber andere
Kommunikationsarten ausgetauscht wurde, diente die unspezifische Inhibition dieser mittels
Glycyrrhetininsaure, kurz AGA.

Es liel sich zeigen, dass die Anzahl der Calcein-Transfers aus einer Zelle in die umliegenden
Zellen mit steigender AGA-Konzentration im Medium abnahm: Konnte man nach 2,5 Stun-
den bei OuM AGA im Schnitt 1,93 Transfers beobachten, gingen die Ubertritte bei 50uM auf
0,3 pro mit Calcein beladener Zelle zurilick (Abb. 22).

Die Reversibilitat dieser Blockierung lief sich durch Entfernen der Glycyrrhetininsaure nach 2
Stunden Inkubation, einem PBS-Waschschritt sowie durch Resuspension mit frischem Me-

dium zeigen: 4 Stunden nach Versuchsbeginn konnte auch bei mit sehr hohen AGA-
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Konzentrationen (250-1000uM) blockierten gap junctions wieder eine Kommunikation Gber

dieselben dokumentiert werden (Abb. 23).
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7.2.3 Connexin-Nachweis mittels Immunzytochemie

Mittels Immunozytochemie konnte Connexin 43 bei folgenden Zelltypen nachgewiesen wer-
den: bei den Stammzellvarianten hMSC und L87-Tie2-Tk, bei Gliomendothelzellen, bei den
Gliomzelllinien U87, U251, U373 sowie bei Astrozyten und HUVEC.

Der Nachweis der Connexine 37, 40 und 45 gelang mittels dieses Verfahrens weder bei be-
sagten Zelltypen noch bei den jeweiligen Positivkontrollen bestehend aus mit dem entspre-

chenden Connexinen transfizierten Hela-Zellen.

Abb.24:
Cx43-Farbung mittels
Immunozytochemie:
a: hMSC mit FITC, b:
entprechende DAPI-
Kernfarbung

c,d: L87-Tie2-TK mit
Texas Red und DAPI
e,f: GB-EC mit FITC
und DAPI

g,h: U87-Gliomzellen
mit FITC und DAPI




Abb.25:

Cx43-Farbung mittels
Immunzytochemie:

a: U251 Gliomzellen
mit FITC, b: entpre-
chende DAPI-
Kernfarbung

c,d: U373 mit FITC und
DAPI

ef:  Astrozyten mit
Texas Red und DAPI
g,h: HUVEC mit Texas
Red und DAPI

7.2.4 Connexin-Nachweis mittels Western Blot

Die Proteinextrakte der Stammzelltypen hMSC und L87-Tie2-Tk, der Gliomzellvarianten U87,
U251 und U373 sowie von Glioblastomendothelzellen, Astrozyten und HUVECs wurden mit-
tels Gelelektrophorese und Immunoblotting analysiert.

Connexin43 wurde mit geringerer Menge bei L87-Tie2-Tk, U251 und U373 in allen Proben
gefunden. Connexin36 wurde bis auf die hMSCs ebenso bei allen Zelltypen nachgewiesen.
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Mit dem Antikorper gegen Cx26/30/32 konnte eine diinne Bande bei humanen mesenchy-

malen Stammzellen nachgewiesen werden, die vermutlich Connexin30 reprasentiert. Weite-

re Connexine wie Cx32 und Cx37 konnten nicht nachgewiesen werden, gaben aber in der

Positivkontrolle ein Signal. Cx40 und Cx45 konnten weder in den Proben noch in der Positiv-

kontrolle nachgewiesen werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Connexi-

ne unter der Nachweisgrenze dieser Methode exprimiert werden.

Cx26/30/32

Cx32

Cx36

|
Cx37

Cx40/45

’ ISWY

—
cxa3 D — —

Actin'!

AL1-Z311-£81
uajAzoansy
J3ANH
J3-99
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TSZN
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s
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- ;.

CCD1064

G G S —— —

Abb.26: Western Blot Analyse der Zelltypen: hMSC, L87-Tie2-TK, Astrozyten, HUVEC, Tumorendo-
thelzellen (GB-EC), Gliomzelllinien U87, 2251, U373 auf die Connexine 26/30/32, 32, 36, 37, 49, 43,

45, Actin als

Proteinkontrolle. Die Positivkontrollen: B = rat brain extract, L = rat liver extract,

CCD1064 = CCD1064Sk cell lysate
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7.3 Interaktion von Gliomzellen und hMSCs als strukturelles Synzytium

7.3.1 Fusions-Nachweis mittels Lipophilic Tracers

Mit den Lipophilic Tracers wurden nun Farbstoffe genutzt, die aufgrund ihrer Grof3e und Zell-
lokalisation nicht mehr Gber die Kanale von gap junctions austauschbar sind. Eine Farbstoff-
aufnahme von einer zweiten Zelle kann nur durch Membranaustausch oder —fusion erklart
werden.

Auch hier stand wieder im Vordergrund, ob eine Fusion zwischen Stammzellen und Gliomzel-

len zu Stande kommt. Tabelle U87 | U251 | U373 | GB-EC | HUVEC | Astrozyten
4 zeigt die erfolgreich durch- hmsc | x X X X X X
gefihrten Kombinationen. In L87-Tie2-TK | x X X X X X

allen Fallen konnten nach 24 Tab.4: erfolgreich getestete Co-Kulturen mit Lipophilic Tracers
Stunden Zellen mit beiden

Farbstoffen markiert gefunden werden (Abb. 28, 29, 30). Die detektierte Anzahl zweifarbiger
Zellen konnte nach 48 Stunden gesteigert werden. Wie in Abbildung 27 zu sehen, konnten
Fusionen im Bereich zwischen 3 bis 7 Promille nach 24h und 8 bis 11 Promille nach 48h auf
die Gesamtzahl der vorhandenen Zellen gezahlt werden.

Die Frage, ob es sich nun um komplette Zellverschmelzungen handelte, die in einer Zelle mit
zwei Zellkernen enden wiirde, konnte quantitativ nicht ausreichend geklart werden. Der Ver-
such, die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI zu farben, brachte ungeniigende Re-
sultate: Eine Farbung noch lebender Zellen fiihrte zu einer Markierung von maximal zehn
Prozent aller vorhandenen Zellen. Durch eine Fixierung mittels Methanol oder Paraformal-
dehyd wurden die Lipophilic Tracers zum grofSten Teil ausgewaschen und lieBen eine korrek-
te Quantifizierung nicht mehr zu. Dennoch konnten vereinzelt zweifarbig markierte Zellen
mit ebenso zwei Kernen dokumentiert werden (Abb. 30).

Eine weitere Erkenntnis dieser Experimente betrifft die Verteilung der Fluoreszenzfarbstoffe
innerhalb einer Zelle: Wahrend sich das in den vorherigen Versuchen verwendete Calcein im
gesamten Zytoplasma gleichmalig ubiquitar verteilte, markierten die Lipophilic Tracers be-
stimmte Membranstrukturen der Zelle. Mittels einer Kombination aus Fluoreszenz- und
DIC/Phasenkontrastmikroskopie konnte gezeigt werden, dass die hier genutzten Farbstoffe

keine Zellgrenzen markieren und sich ungleichmaRig in einer Zelle anreichern (Abb. 28b).
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Dies gestaltete die Abgrenzung von Zellen untereinander schwierig, da im reinen Fluores-

zenzbild nicht eindeutig die Kontaktzonen zu erkennen waren.

18 Abb.27:

16 - Anzahl detektierter
fusionierter Zellen aus

14 _ Stammzellen und

12 T Gliomzellen im zeitli-
chen Verlauf nach 24h

10 .i- T T - und 48h.

Die Standardabwei-
chung ist als Fehlerbal-

6 — 48h ken angegeben.
. -

2 A |

0 - . T

us7 U251 U373 GB-EC HUVEC

—  MW24h

Anzahl fusionierter Zellen zur Gesamtzahl in
Promille
0]

Zelltypen in Kombination mit hMSC

Abb. 28: a: hMSC mit Dil rot gefarbt (*), U373 Gliomzellen mit DiO grin gefarbt (x), Pfeil weist auf
eine fusionierte Zelle, Aufnahme nach 24h

b: Kombination aus Fluoreszenz- und DIC-Mikroskopie: Pfeile weisen auf nicht mit Farbstoff markier-
te Zytoplasmardaume
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Abb.29: a: Pfeil weist auf
fusionierte  Zelle mit
moglicherweise zwei
Kernen in einer Co-Kultur
aus GB-ECs und hMSCs,
Aufnahme nach 48h

b, c¢: Monolichtfilter
derselben Aufnahme

Abb.30: fusionierte Zellen: a: in einer Co-Kultur aus U373-Gliomzellen (griin) und L87-Tie2-RFP (rot) nach
24h; b: in Co-Kultur aus U373GFP und hMSC (rot) nach 24h, c: in Co-Kultur aus Astrozyten (grin) und
hMSCs (rot) nach 24h, d: in Co-Kultur aus U373 (griin) und hMSCs (rot) nach 24h und Fixierung mittels
PFA 4% und DAPI-Kernfarbung: auch hier lassen sich mehrere Kerne erkennen
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7.3.2 Fusions-Nachweis mittels Dextran-Rhodamine

Ein alternativer Versuchsansatz stellte der Einsatz von Dextran-Rhodaminen dar. Hierbei

wurden zytoplasmastdndige Molekiile in die Zellen eingeschleul$t, die aufgrund ihrer mole-

kularen GroRe nicht Zellen mit Dextran-Rhodamine markiert
mehr Gber gap juncti- hMSC | L87-Tie2-RFP | U87 | U251 | U373 | GB-EC
on Kandle ausge- £ hMSC X X X X
. ¥ | L87-Tie2-RFP
tauscht werden kon- g
o us7 X X

nen Molekularge- 3

( 8 S usi| X X
; €
wicht der Dextran- c 0373 | x X
Rhodamine: 10 000 | 8 GB-EC| X X

MW, im Vergleich:
Tab.5: Mit Dextran-Rhodamine durchgefiihrte Versuchskombinationen

nur Molekile mit

einer maximalen GréRRe von 1000MW kdnnen gap junctions passieren). Allerdings war dieser
aus folgenden Griinden nicht ausreichend zielfihrend: Auf Grund seiner Gro8e musste das
Molekil in die Zellen mittels mechanischer Traktion eingebracht werden und dies erforderte
Zellen mit einer ausreichenden Menge an Zytoplasma. Je kleiner die Zelle, desto geringer
war die Moglichkeit, den Farbstoff in die Zellen zu bringen. Tabelle 5 zeigt die getesteten
Versuchskombinationen auf. Im Verhaltnis kleine Zellen, wie die Stammzellvariante L87-Tie2-
RFP oder der Gliomzelltyp U87, konnten dulerst selten beladen werden. Bei groReren Zellen
gelang es auch nicht, alle Zellen mit dem Farbstoff zu inkubieren, so dass es nicht moglich
war, Uber die Haufigkeit von Fusionen eine Aussage zu machen. Abbildung 31 zeigt einen
einzelnen positiven Fusionsnachweis. Das insgesamt schwache Fluoreszenzbild dieses Farb-

stoffes trug zusatzlich zum schlechten Ergebnis bei, da zweifarbige Zellen erst mittels langen

Kamerabelichtungszeiten identifiziert werden konnten.

Abb. 31: a: U87-Gliomzellen DiO griin, hMSC mit Dextran-Rhodamine rot gefarbt, Pfeil zeigt auf
fusionierte Zellen, Aufnahme nach 24h; b,c: Monolichtfilter derselben Aufnahme
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7.3.3 Fusions-Nachweis mittels Quantum Dots

Die Versuche mit Quantum Dots stellten eine weitere Alternative zu den oben genannten

Zellfarbstoffen Lipophilic Tracer und Dextran Rhodamine dar. Tabelle 6 zeigt die durchge-

fuhrten Versuchskombinatio- U87 U251 U373 GB-EC HUVEC Astrozyten

nen auf. Fusionen konnten in hmsc | X X X X X X

. . L87-Tie2-TK X X X X X
allen Experimenten bereits

nach einem Zeitraum von 24 Tab.6: mit Quantum Dots durchgefiihrte Versuchskombinationen
Stunden nachgewiesen wer-

den. Wie in Abbildung 32 zu sehen, konnte die Anzahl beobachteter Verschmelzungen nach
48 Stunden hochstens bestatigt, aber nicht bedeutend gesteigert werden. Dies lag an einer
inhomogenen Verteilung der Quantum Dots innerhalb der Zelle. Das heiRt, auch sie markier-
ten in der Fluoreszenzbildgebung nicht alle Zellkompartimente oder —rander. Eine Kombina-
tion aus Fluoreszenz- sowie Phasenkontrastmikroskopie veranschaulichte die Verteilung der
Kristalle (Abb. 33, 34).

Der Fusionsnachweis anhand von polynukleoldren Zellen gelang mittels DAPI-Kernfarbung,

eine Quantifizierung war aber nicht moglich, da es auch hier zu einer unvollstandigen Anfar-

bung der Zellen bzw. der Zellkerne kam (siehe Abb. 35).

14,00 _ Abb.32:
Anzahl detektier-
12,00 ..
ter fusionierter
10,00 T Zellen aus hMSCs
’ T und Gliomzellen

im zeitlichen Ver-

8,00 T T
| lauf nach 24 und

6,00 T .!- I 48 Stunden.

Die Standardab-
4,00 - — weichung ist als

Fehlerbalken
2,00 - — angegeben.
0,00 - T . .

us7
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m24h =48h
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Abb.33: a: hMSC rot (x),
U373-Gliomzellen griin
(*), Pfeile markieren
fusionerte Zellen nach
24h; auBerdem zu sehen:
Zentrierung der Nano-
kristalle auf bestimmte
Zellbereiche, wéahrend
groBe Teile unmarkiert
sind.

b,c:reine Fluoreszenz-
bzw. Phasenkontrastmik-

Abb.34: a: fusio-
nierte Zellen aus
hMSC (rot) und
U373-Gliomzellen
(grin) nach 24h
b,c: Monolichtfil-
ter derselben
Aufnahme

Abb.35: a: fusionierte Zelle mit zwei Kernen aus hMSC (rot) und U87-Gliomzellen (griin) nach 24h sowie
DAPI-Kernfarbung.

b: fusionierte Zelle mit zwei Kernen aus hMSC (rot) und Astrozyten (griin) nach 24h sowie DAPI-
Kernfarbung
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7.3.4 Fusions-Nachweis mittels Organelle Lights

Eine Transfektion mittels Organelle Lights erwies sich als ein ungeeignetes beziehungsweise
vom Hersteller noch nicht genligend ausgereiftes Verfahren. Trotz mehrfach modifizierter
Versuchsdurchfiihrung gelang es nicht, Stammzellen mittels Transfektion anzufdarben, bei
den verwendeten Gliomzellen des Typs U87 nur zu begrenztem Male (siehe Abb. 36). Damit
konnten hier — trotz vielversprechendem Ansatz - keine Erkenntnisse im Zusammenhang mit

den Fusionseigenschaften zwischen diesen beiden Zellarten gewonnen werden.

Abb.36: a: Transfektion von U87-Gliomzellen mit Organelle Lights Mitochondrien Green, b: Transfektion
von U87 mit Organelle Lights Mitochondrien Red, c: zu b passendes Durchlichtbild, zu sehen ist die gerin-
ge Transfektionsrate

7.3.5 Fusions-Nachweis mittels Immunzytochemie SV40

Ein weiteres, nicht ausreichendes Verfahren stellten die Fusionsversuche mittels Immunzy-
tochemie mit dem Antikérper SV40 und genetisch modifizierten Tumorzellen dar. Die hier
erzielten Resultate konnten die mit Lipophilic Tracers oder Quantum Dots ermittelte Anzahl
der Fusionen nicht bestatigen. Es wurden aulerst vereinzelt Fusionen sichtbar (siehe Abb.
37), obwohl durch die von zwei auf finf Tage verlangerte Inkubationszeit mehr Spielraum fiir

einen Verschmelzungsvorgang zwischen den zwei Zelltypen lie. Griinde lagen hier in der
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auch bei allen zuvor beschriebenen Versuchen beobachteten geringeren ,, Reaktionsfreudig-
keit” der mittels SV40 T-Antigen modifizierten Stammzellen. Dies lag zum einen an der Tat-
sache, dass die transfizierten Stammzellen Uber ein deutlich geringeres Volumen und damit
Uber eine flaichenmaRBig geringere Ausbreitung mit Moglichkeit zum Zell-Zell-Kontakt verfi-
gen, zum anderen lag nur ein hMSC-Typ in der SV40-Version vor (L87-SV40), was eine weite-
re Testung der Eigenschaften von transfizierten Zelltypen einschrankte. Zudem mussten, um
das in den Tumorzellen vorhandene fluoreszierende Protein vor Auswaschung moglichst zu
schonen, die in der Immunhistochemie durchgefiihrten, membranperforierenden Schritte

wie unter 6.1.16 beschrieben, eingeschrankt werden.

Abb.37: mit Pfeil markierte Fusion; a: Fluoreszenzaufnahme: Kerne mit DAPI blau markiert, griin-
fluoreszierendes Protein der U373GFP-Gliomzellen, rot: SV40-positiv detektierte L87-Stammzellen;
b: DAPI-Farbung, c: reiner Grinfilter, d: reiner Rotfilter
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7.4 Tierexperimentelle Untersuchungen

7.4.1 Verlauf

Wie bereits in der Versuchsbeschreibung vermerkt, | 1,50  op: 1Mio U7 in 5pl PBS lokal

dienten diese tierexperimentellen Untersuchungen | Tag24  MRT-Kontrolle

. . o Tag26  2Mio L87-Tie2-Tk in 0.5ml PBS i.v.
als Vorversuche fir eine geplante eigenstandige, aus
Tag 29 Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg

mehreren Versuchsreihen bestehende Studie des | 15530  Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg

tu morbiologischen Labors. Tag 32 2Mio L87-Tie2-Tk in 0.5ml PBS i.v.
Tag 35 Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg

Tag36  Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg
Nach Tumorimplantation wurde 24 Tage spater das | 1,538  2Mio L87-Tie2-Tk in 0.5ml PBS i.v.

erfolgreiche Anwachsen der Glioblastomzellen mit- | Teg4l  Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg

.. . . . Tag42  Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg
tels MRT-Scan Uberpriift. Zu diesem Zeitpunkt war
Tag45  2Mio L87-Tie2-Tk in 0.5ml PBS i.v.

bereits ein Versuchstier an dem rasch wachsenden | 1,548  MRT-Kontrolle

Tumor ohne neurologische Prodromi gestorben. Bei | Tag48  Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg

X i . i i Tag 49 Ganciclovir-Gabe i.p. 6mg
den verbliebenen neun Tieren konnte in sieben wei-
Tag 62 Totung der tumorfreien Tiere

teren ein Tumor nachgewiesen werden. Das ergibt

eine Erfolgsquote der Implantation von 80%.

Zum Zeitpunkt der geplanten zweiten MRT-Kontrolle waren alle tumorpositiven Tiere bereits
tot. Die mittlere Uberlebenszeit betrug bei erkrankten Versuchstieren nach Implantation
32,75 Tage.

Des Weiteren konnte kein negativer Einfluss des Medikaments Ganciclovir auf die Konstitu-

tion oder das Verhalten der Tiere festgestellt werden.

7.4.2 Verlaufskontrolle mittels MRT-Scan

Die MRT-Scans dienten zum einen der Uberpriifung einer erfolgreichen Implantation der
Glioblastomzellen und zum anderen war beabsichtigt, den moglichen Therapieerfolg mit den
L87-Tie2-Tk-Stammzellen anhand einer Verminderung des Tumorvolumens zu dokumentie-

ren. Die erfolgreiche Implantation konnten mittels MRT-Scan nachgewiesen werden. Danach
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kam es zu einer raschen Progression des Tumors und zu einem Ausfallen der weiteren Un-
tersuchungen.

Die Aufnahmen erfolgten mit einem T2-gewichteten Verfahren in einem 1.5 Tesla-Scanner
der Radiologie LMU GroBhadern.

Der mittlere Tumordurchmesser in der ersten MRT-Kontrolle an Tag 24 betrug 5,3x4,2mm.
Bei der zweiten Kontrolle 24 Tage spater konnte bei den verbleibenden, zuvor schon tumor-
freien Versuchstieren nur noch der Substanzdefekt durch die Implantation und somit das

Ergebnis der ersten Kontrolle bestatigt werden.

p
a

Abb.38: Abfolge T2 gewichtete MRT-Bilder eines Versuchstiers 24 Tage nach Tumorimplantation. Zu sehen
ist Tumorgewebe in der rechten Hemisphéare Giber mehrere Schichtbilder hinweg

Abb.39: Abfolge T2 gewichtete MRT-Bilder eines Versuchstiers 48 Tage nach Tumorimplantation. Zu sehen
ist kein Tumorgewebe, sondern in Bild b ein Substanzdefekt in der rechten Hemisphére als Folge der Injek-
tionsnadel
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7.4.3 Immunhistochemie der Hirnpraparate

Die Anfertigung von Schnittpraparaten der Hirnresektate diente der Immunhistochemie mit
SV40-Antikorpern, um das Vorhandensein von L87-Tie2-Tk-Stammzellen im Tumorgewebe zu
dokumentieren und damit die Ergebnisse der L87-Tie2-RFP-Versuche zu bestatigen.

In den geborgenen Hirnen konnten mittels HE-Farbung die Resultate der MRT-Kontrollen
verifiziert und Tumorgewebe detektiert werden.

Jedoch konnten weder in diesem noch in gesundem Hirnparenchym SV40-positive Zellen
dokumentiert werden. Dies ldsst entweder den Schluss zu, dass sich keine L87-Tie2-Tk-
Stammezellen in den Praparaten befunden haben oder, dass das angedachte Verfahren funk-
tioniert hat, die differenzierten Stammzellen durch das aktivierte Ganciclovir apoptotisch
geworden sind und dennoch keinen signifikanten Auswirkungen auf das extensive Tumor-

wachstum hatten.
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8 Diskussion

8.1 hMSCs tragen zur Neoangiogenese eines Glioms bei

Das Glioblastoma multiforme zeichnet sich durch eine hohe Vaskularisierungsrate aus’®. Die
entstehenden BlutgefdfRe unterscheiden sich jedoch in einigen Aspekten von denen norma-
len oder entziindeten Gewebes: Das Tumorwachstum geht mit extensiver GefaRproliferati-
on, das sich in einem irreguldren, unstrukturierten Versorgungsnetzwerk aus dilatierten und
durchlassigen BlutgefalRen wiederspiegelt, einher™®.

Ein Grund dafiir findet sich darin, dass die Neoangiogenese in Gliomen ein komplexer Vor-
gang ist, bei dem die bendtigten endothelialen Zellen aus verschiedenen Quellen rekrutiert
werden: So werden Endothelzellen aus dem Tumor naheliegenden, bereits existierenden
GefaRknospen aktiviert oder direkt endotheliale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark an-
gelockt®’ 1%,

Des Weiteren konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass ebenso humane mesenchymale
Stammzellen durch von Gliomen sezernierte Faktoren, insbesondere VEGF, geleitet, aktiv in

Richtung eines Glioms migrieren'**%

. Es wurde bereits durch Kim SM et al postuliert, dass
MSCs aus Gliomen isoliert werden kénnen und somit in situ anzutreffen sind’*. AuBerdem
konnten tierexperimentelle Versuche des tumorbiologischen Labors GroBhadern zeigen,
dass hMSCs nach einer systemischen Applikation zum Tumor migrieren und eine Angiogene-
se fordernde Rolle spielen: Hierzu wurden immortalisierte, transfizierte Stammzellen des
Typs L87-Tie2-RFP verwendet. Das Reportergen RFP stand unter der Kontrolle endothelial-

121 Die Zellen wurden von dem Gliom rekrutiert und

spezifischen Promotors des Tie2-Gens
differenzierten zu einem endothelialen Zelltyp, der die Expression des Tie2-Promotors und
somit des Reportergens RFP induzierte. RFP-positive Zellen konnten im Tumorgewebe und -
endothel, nicht aber im umliegenden, gesunden Hirnparenchym nachgewiesen werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass Endothelzellen abhangig vom Gewebetyp aus dem sie isoliert
wurden, unterschiedliche Charakteristika aufweisen und dass aus einem Glioblastom isolier-
te Endothelzellen ein grofReres Potenzial zur Bildung von Gefdl3strukturen haben als Zellen

10;19

desselben Ursprungs aus Normalgewebe™~". Des Weiteren scheinen isolierte Endothelzellen

mit zunehmender Passage in vitro ihre endothelspezifischen Marker zu verlieren®. Aus die-
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sen beiden Grinden wurden hier aus Glioblastomresektaten gewonnene Endothelzellen
niedriger Passage verwendet.

Ein Effekt von hMSC auf die Neoangiogenese eines Glioms konnte hier nun auch erstmalig
mit Hilfe des Tube Formation Assays, einem in vitro Modell der Angiogenese gezeigt und
quantifiziert werden.

In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass humane mesenchymale Stammzellen allei-
ne keine gefalRahnlichen Strukturen in vitro bilden, in Kombination mit Gliomendothelzellen
hingegen schon. Dariiberhinaus kommt es zu einer beschleunigten Integration der Zellen im
Vergleich zu einer Monokultur aus Endothelzellen, wenn Stamm- und GefaRzellen interagie-
ren. Es wurde kein signifikanter Einfluss eines zuvor mit Stammzellen konditionierten Me-
diums auf das Wachstum von GB-ECs registriert. Dies lasst den Riickschluss zu, dass die ge-
steigerte Integration einer Co-Kultur nicht auf I6sliche Botenstoffe der Stammzellen, sondern
auf eine aktive Rolle der hMSCs mittels Zell-Zell-Interaktion zuriick zu fihren ist.

Die bereits in vivo beschriebene Differenzierung des Stammzelltyps L87-Tie2-RFP in Richtung
eines endothelialen Zelltyps liel’ sich in diesem in vitro Modell nicht bestatigen, was auf wei-
tere, in diesem in vitro Versuchsansatz nicht verfiigbare Faktoren wie weitere Botenstoffe
schlieBen lasst, die flir eine weitere Differenzierung hin zu einem endothelialen Zelltypus
notig sind.

Trotzdem kann auf Grund der hier, rein funktionell gewonnenen Erkenntnisse angenommen
werden, dass sich die Stammzellen endothelial differenzieren kénnen. Dies bestatigt Studien,
die zeigten, dass sich hMSCs unter Einfluss des Botenstoffs VEGF, der ebenfalls von Gliomzel-
len sezerniert wird, in Zellen eines endothelialen Typs differenzieren und nun Kapillaren dhn-

liche Strukturen in einem in vitro Modell bildeten®,

8.2 Funktionelles Synzytium aus Gliom- und Stammzellen

Die zuvor proklamierte Zell-Zell-Interaktion zwischen Gliomendothel- und Stammzellen im
Zuge eines Neoangiogenese-Modells lasst offen, um welche Art der Interaktion es sich han-
delt und ob sie sich auf die GefaRstrukturen beschrankt.

Als eine Moglichkeit der Interaktion kommt die Verbindung via gap junctions in Betracht. In

gesundem Gewebe dienen diese Kandle der Homoostase, also dem Austausch von Nahrstof-
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fen und Informationen'’. Das physiologische Hirnparenchym, das zum groRen Teil aus Astro-
zyten besteht, ist so eng zu einem funktionellen Synzytium verknipft. Die hier gezeigten Da-
ten aus Immunzytochemie und Western Blot Analyse bekraftigen vorhandene Ergebnisse,
dass gap junctions von Astrozyten hauptséchlich aus dem Connexin 43 aufgebaut sind™’.
Weitere Erkenntnisse zeigten, dass Kommunikation via gap junctions insbesondere Uber das
im Korper weit verbreitete Cx43 auch eine Rolle in der Karzinogenese von Hirntumoren
spielt: Zum einen wird postuliert, dass eine Abnahme der Connexinmenge eines Tumors im
Vergleich zum Ursprungsgewebe auf den Verlust der Homoostase und eine Entwicklung mit
weiterer Malignisierung hindeutet®. Dies lasst sich hier ebenfalls anhand der Western Blot
Analyse nachvollziehen, die eindeutig geringere Connexinkonzentrationen in den Gliomlinien
verzeichnete als in den Astrozytenextrakten. Zum anderen zeigten andere Autoren, dass die
jeweilig vorhandene Anzahl an gap junctions Einfluss auf die Eigenschaften der Gliomzellen
zu haben: Im Vergleich connexinreiche Tumorzellen weisen geringe Proliferationsraten auf
und invasieren starker das Hirnparenchym. |Ihre Versorgung mit Nahrstoffen wie ATP oder
Glukose ist durch die Interaktion mit Astrozyten gesichert. Connexinarme Gliomzellen wei-
sen eine sehr hohe Proliferationsrate auf und missen sich durch ihre Nahe zu GefaRen ver-
sorgen’®. Beides sind Zeichen einer hohen Malignitit wie es fiir das Glioblastoma multiforme
charakteristisch ist.

Grundsatzlich kann es durch den Austausch via gap junctions auch zu einer Verdnderung der
Zellen kommen. Es wurde gezeigt, dass die Kommunikation von Gliomzellen mit Astrozyten
zu einer Formveranderung letzterer sowie zu einer anderen intrazelluldren Proteinzusam-
mensetzung flihrte, was die Autoren als Regulation der Zell-Zell-Interaktion und damit zur
gesteigerten Anfalligkeit des Tumor umgebenden Gewebes wadhrend der Tumorinvasion

interpretierenlg’7

. Tube Formation Assays mit einer Kombination aus Gliomzellen und gesun-
den Endothelzellen konnten zeigten, dass die dort detektierte Zunahme der tubes nicht nur
an dem von Gliomzellen sezernierten VEGF lag, sondern an einer Interaktion der beiden Zell-
typen uber Cx43 gap junctions.138 Dies bestatigt die hier gewonnenen Ergebnisse, dass nicht
Faktoren im Medium das Wachstum der Endothelstrukturen forderten, sondern die aktive
Anwesenheit von Stammzellen.

Dass humane mesenchymale Stammzellen ebenfalls iber Connexine und damit Uber die

Moglichkeit einer Kommunikation via gap junctions verfiigen, konnte hier ebenso wie bereits

andernorts zuvor belegt werden®. Dariiberhinaus konnen sich hMSCs nach lokaler Injektion
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Uber Zell-Zell-Kontakte in einen anderen Phanotyp wandeln, wie es zum Beispiel in Geweben

102 Nachdem in dieser Arbeit erstmals nachge-

aus Kardiomyozyten bereits berichtet wurde
wiesen wurde, dass der Austausch zwischen Stammzellen und den getesteten Partnerzellen
bidirektional verlauft, kann man postulieren, dass dieser Kommunikationsweg zu einer uns-
trukturierten Re-Programmierung der Stammzellen flhrt. Unter hypoxischen Bedingungen —
wie sie in einem schnell proliferierenden Glioblastom zumeist vorherrschen - scheinen
Stammzellen des Weiteren vermehrt Cx43 zu bilden, was sich in einer Steigerung dieses Ef-
fekts duRern konnte>**>.

Dies hat nun fir die Anwendung von hMSCs als therapeutisches Vehikel, in diesem Fall von
den getesteten L87-Tie2-Tk-Zellen mit der transfizierten Thymidinkinase, Konsequenzen: Bei
einem Einbau der Zellen in das TumorgefaRsystem und einer Exprimierung dieses Enzyms
wird das verabreichte Therapeutikum Ganciclovir innerhalb der Stammzellen in seine akti-
vierte Form umgewandelt und fiihrt zur Apoptose der Zelle. Hier wird nicht nur die Gefal3-
struktur durch das Ausfallen der eingebauten Stammzelle beeintrachtigt, sondern durch den
sogenannten Bystander-Effekt werden ebenso die benachbarten Zellen mit betroffen.
Hierunter ist der Transfer des toxischen Nukleotids, dessen Molekulargewicht 255 Dalton
betragt, via gap junctions aus transfizierten Zellen in die umliegenden Zellen zu verstehen.
Des Weiteren ist es moglich, dass die benachbarten Zellen durch Phagozytose apoptotische

Vehikel aufnehmen, in denen sich ebenfalls das Toxin befindet>***?

. Beide Vorgéange fihren
zu einer Apoptose der Zellen. Eine Verstarkung kann dieser Effekt durch hohe Connexinmen-
gen oder durch therapeutische Vervielfdltigung der Connexinstrukturen erfahren®.

In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass sich die Kommunikation nicht nur auf eine
Interaktion zwischen hMSCs und den Gliom- bzw. den Gliomendothelzellen beschrankt, son-
dern auch zwischen Stammzellen und physiologischen Hirnparenchym sowie GefaRzellen
vorhanden ist. So kann der Bystander-Effekt in Bezug auf die Interaktion Stammzellen und
Gliomzellen einerseits eine therapeutisch positive Rolle spielen, indem benachbarte nicht in
direktem Kontakt zur Stammzelle stehende Gliomzellen ebenso betroffen sind. Andererseits
konnte bestatigt werden, dass die Kommunikation via gap junctions mit gesundem Gewebe,
insbesondere bestehend aus Astrozyten, wesentlich ausgepragter ist und hier einen negati-
ven Effekt einer Therapie mit Stammzellen als Vehikel mit sich ziehen kénnte. Das gesunde

Hirnparenchym ist unter Umstanden auch betroffen. In diese Richtung zielt die Konfiguration

der verwendeten Stammzellen L87-Tie2-Tk, die sich erst im GefalRsystem des Glioms selbst
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durch aktiviertes Ganciclovir zerstéren. Dennoch bleibt die Moglichkeit, dass das Toxin tGber
die nachgewiesenen Verbindungen zwischen Gliomzellen und Astrozyten oder Endothelzel-
len sowie mittels des wahrscheinlichen ,Schneeball-Effekts” weitergegeben wird und so

auch hier zu Nebenwirkungen fiihrt.

8.3 Strukturelles Synzytium aus Gliom- und Stammzellen

Im Zuge dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob es zwischen Gliom- und Stammzellen zu
Fusionen, also Zellverschmelzungen kommt. Zellfusionen sind ein natlirlicher Prozess, der
zum Beispiel in der Entwicklung von Muskeln, Knochen oder der Plazenta eine Rolle spielt,
also Gewebearten, die ganz wesentlich aus mesenchymalen Stammzellen bestehen?'. Die
Mechanismen, die zu diesem biologischem Ablauf fiihren sind noch Gegenstand aktueller
Forschungzo. Dennoch konnte bereits bewiesen werden, dass die hier verwendeten, aus dem
Knochenmark isolierten, adulten Stammzellen Fusionspotenzial und damit auch im Kontext
des tissue-engineering Potenzial haben'**: Aus dem Knochenmark gewonnene Zellen fusio-
nierten zum Beispiel mit Purkinjezellen, Kardiomyozyten oder Hepatozyten'®®, durchliefen

anschlielend eine Art Transdifferenzierung hin zu dem jeweiligen Zelltyp mit dem sie ver-

schmolzen waren'®® und fanden Anwendung in Therapiekonzepten. So dienten sie bei der

47,74;135 126

Regeneration von ischamischen Herzgewebe oder von Lebergewebe ™.

Generell wird zwischen einer partiellen und einer kompletten Fusion unterschieden. Bei par-
tiellem Charakter werden verschiedene Moglichkeiten beschrieben, wie es zu einem Aus-
tausch von Zellbestandteilen kommen kann: Zum Einen verbinden sich Zellen via Poren, die
sich weiten kénnen und einen Durchmesser von 100nm bis zu 6um haben®® oder es kommt
zu einer Verschmelzung von Teilen der Zellmembran. Man spricht von einer Hemifusion?*.
Zum Anderen wird eine Kommunikation via Nanordhren postuliert29;49;1°3. All diese Verbin-
dungen haben zu eigen, dass sie grol} genug sind, Membranbestandteile, Proteine oder an-
dere Zytoplasmabestandteile auszutauschen. Es kommt jedoch nicht zu einem Transfer des
Nukleus aus einer Zelle in die Andere, der bei einer kompletten Fusion zweier Zellen zu se-
hen ware. Das Resultat einer derartigen Verschmelzung ware eine polynukleére Zelle.

Die nun hier gezeigten Ergebnisse lassen folgende Aussagen zu: Die Farbstoffe Lipophilic

Tracer, Quantum Dots, Dextran Rhodamin und das griin fluoreszierende Protein (GFP) in
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transfizierten Zellen werden auf Grund ihrer GréBe nicht liber gap junctions ausgetauscht. Es
kommt zwischen human mesenchymalen Stammzellen und Gliom-, Gliomendothelzellen
sowie den Kontrollzellen aus Normalgewebe zum Austausch von Zellbestandteilen Uber
1000Da. Die Anzahl dieser Fusionen liegt nach 48h im kleinen zweistelligen Promillebereich
der beobachteten Zellen. Kernfarbungen mit DAPI sowie die Co-Kultur aus U373GFP-
Tumorzellen und L87-Stammzellen und die anschlieBende Immunzytochemie konnten zei-
gen, dass es sich zu einem nicht ndaher bestimmbaren aber geringen Teil um komplette Fu-
sionen handelt. Dennoch scheint die Zahl zweifarbig detektierter Zellen héher und damit nur
durch partielle Fusionen oder durch die mogliche Aufnahme von apoptotischen Zellbestand-
teilen durch noch vitale Zellen erklarbar zu sein.

Mit Hinblick auf die Nutzung von genetisch modifizierten Stammzellen als therapeutische
Vehikel ist die Frage nach kompletten Fusionen nicht zwangslaufig entscheidend. Ein Aus-
tausch von Zytoplasmabestandteilen und damit auch von aktiviertem Ganciclovir ist auch im
Falle einer partiellen Verschmelzung gegeben. So kann in beiden Szenarien die Apoptose der
Gliomzellen induziert werden. Die Nutzung der Modifizierung, also der aktivierten Thymidin-
kinase gelingt auch bei fusionierten Zellen aus Stamm- und Gliom- bzw Gliomendothelzellen
erst nach einer Differenzierung in einen endothelialen Typ. Allein die komplette Verschmel-
zung mit einer GefaRzelle des Tumors bietet die Moglichkeit einer sofortigen Aktivierung der

Gensequenz der Stammzelle.

84 hMSCs tragen zur Tumorigenitat bei

Die bisherigen Ergebnisse werfen die Frage auf, inwieweit die zuvor erlduterten Interaktio-
nen Einfluss auf die beteiligten Zellen haben. So zeigen die Resultate des Angiogenese-
Modells, dass die Stammzellen eine fordernde Wirkung auf das Wachstum des GefalRsystems
und des Glioms haben und somit unter Umstdnden ohne eine therapeutische Anwendung
zur Progression des Tumors beitragen wirden.

Auch die zur Diskussion stehenden Fusionen mogen einen weiteren malignisierenden Effekt
haben. Andere Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass unregelmaBige, also nicht im
Zuge von physiologischen Prozessen ablaufende Zellfusionen das Voranschreiten von Krank-

heiten, insbesondere von malignen Tumoren, unterstiitzen kdnnen®. Verschmelzungen von
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normalen somatischen Zellen mit Tumorzellen wie zum Beispiel aus Lymphomen, Melano-
men oder Nierenzell-Carcinomen fiihrten bei den entstehenden Hybridzellen zu einer Erho-
hung der Proliferationsrate, der Resistenz gegeniiber Medikamenten und Apoptosebefehlen
und zu einem gesteigerten Metastasierungspotenzial®?%°%%2,

In Bezug auf humane mesenchymale Stammzellen steht zur Debatte, dass sie durch ihr Ver-
mogen zur Fusion mit und Transdifferenzierung in Zelltypen ihres umgebenden Gewebes
nicht nur ein Gewinn fir die Therapiemdoglichkeiten sein kdnnen. Wird dieser Effekt im posi-
tiven Sinne bei Regenerationsprozessen von Herzmuskelzellen oder Hepatozyten genutzt,
sollte auch bedacht werden, dass sie gleichermaRen malignes Potenzial zeigen kénnten®.
Dariberhinaus wird ein starkender Effekt auf Tumorzelleigenschaften im Zuge einer Fusion
mit mesenchymalen Stammzellen diskutiert*®.

Hier schlieflen sich die in dieser Arbeit ermittelten Daten aus dem Spharoidmodell an. Eine
Erkenntnis ist die im Vergleich zur Co-Kultur héhere Rate an fusionierten Zellen in einem
Spharoid aus Gliom- und Stammzellen. Dies wird bedeutsam durch die Tatsache, dass dieses
in vitro Modell ndher an den tatsdchlichen, in vivo vorherrschenden Bedingungen ist als die
Co-Kultur. Eine weitere Aussage dieser Versuche ist die deutlich weitere Migrationsstrecke
der Zellen aus einem gemischten Sphéaroid im Vergleich zu reinen Stammzell- oder Gliom-
zellgloben. Dies bestdtigt bereits erwahnte Ergebnisse, die eine Promotion der malignen
Eigenschaften von Zellen nach Fusion darlegen. Die homogene Verteilung der vermeintlich
origindren Zellen sowie der Hybridzellen im Migrationsfeld eines gemischten Spharoids
macht deutlich, dass die im Vergleich gering migrierenden Stammzellen auch ohne augen-
scheinliche Fusion durch die Gliomzellen in ihren Eigenschaften beeinflusst werden. Eine
Moglichkeit hierfiir findet sich in der zuvor diskutierten Interaktion via gap junctions.

Aus diesen Griinden kann man spekulieren, dass der rasche Exitus der fiir diese Arbeit einge-
setzten Versuchstiere nach der Gabe von Stammzellen nicht mehr nur auf dem Gliomzellen
basierenden Tumorwachstums allein beruhen kann, sondern dieses auch unter dem prolife-
rationsfordernden Einfluss der Stammzellen steht.

All diese Erkenntnisse weisen in die Richtung, dass das Vorkommen von mesenchymalen

Stammezellen in einem Gliom zu dessen Tumorigenitat und Proliferation beitragen kénnte.

93



8.5 Einsatz von genetisch modifizierten hMSCs sinnvoll

Nichts desto trotz scheint der Einsatz von humanen mesenchymalen Stammzellen als ein
therapeutisches Vehikel sinnvoll. Wie bereits erldutert, birgt der Einsatz von adulten, mesen-
chymalen Stammzellen die Vorteile einer verhaltnismaRig einfachen Beschaffungsweise und
einer in vitro Kultivierung in ausreichender Zellzahl. Hinzukommend konnte in vitro eine
Migration von hMSCs geleitet von Botenstoffen wie VEGF in Richtung von Gliomzellen ge-

121106 Auch tierexperimentelle Untersuchungen konnten belegen, dass Stamm-

zeigt werden
zellen, aus Knochenmark isoliert und farblich markiert, nach Injektion in die Karotiden im
Gliomgewebe lokalisiert werden konnten®®. Des Weiteren kamen hMSCs bereits als thera-
peutisches Vehikel in einem Tiermodell zum Einsatz: Ein zur Replikation befdhigter, onkolyti-
scher Adenovirus konnte mittels Stammzellen nach lokaler Applikation in das Tumorgewebe

10 \yeitere Daten des Tumorbiologischen Labors, die auf Arbeiten der kli-

gebracht werden
nischen Biochemie der medizinischen Poliklinik der LMU beruhen, zeigen, dass sich die gene-
tisch transfizierten, mesenchymalen Stammzellen des Typs L87-Tie2-RFP in vivo sowohl nach
lokaler als auch systemischer Gabe im Gliomparenchym und —gefdfRsystem nachweisen las-

242587 Dies konnte in dieser Arbeit mit der Ver-

sen und sich endothelial differenziert hatten
wendung der L87-Tie2-Tk-Stammzellen nicht bestatigt werden. Es wurden keine transfizier-
ten Zellen im Tumorgewebe nachgewiesen. Weitere Versuche miissen zeigen, ob Zellen
nicht vorhanden waren oder ob diese Stammzellen sich differenziert hatten, die Thymidinki-
nase exprimiert hatten und unter Einfluss des aktivierten Ganciclovir apoptotisch wurden.
Allein die rasche Proliferation des Tumors kdnnte damit den therapeutischen Nutzen dieses
Verfahrens zunichte machen und weitere Korrekturen der Applikation nétig machen.

So stellt diese Methode mit der angedachten Aktivierung der therapeutisch wirksamen
Transfizierung erst nach Einbau der Stammzellen ins GefalRsystem des Tumors wohl den
nachsten Schritt in der Entwicklung eines auf hMSCs basierenden Therapieverfahrens dar.
Durch die in dieser Arbeit beschriebenen Interaktionsmoglichkeiten zwischen therapeuti-
schen Zellen und Gliomzellen lasst sich folgern: Es besteht die Moéglichkeit, dass erstens: Die
genetische Information der Stammzellen sich nicht nur auf diese beschrankt, sondern auch

durch Fusion an Tumorzellen weitergegeben werden kann und dass zweitens: Der aktivierte

Wirkstoff via gap junctions oder anderen Zell-Zell-Kontakten auch in benachbarten Zellen
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Apoptosemechanismen einleiten kann. Beides fihrt unter Umstdnden zu einer gesteigerten

Effektivitat der Therapie.

8.6 Der Schritt von in vitro zu in vivo

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche waren — mit Ausnahme der tierexperimentel-
len Vorversuche — allesamt in vitro Experimente. Vereinfachte, um viele Faktoren beraubte
Abbildungen eines pathophysiologischen Zustandes.

So liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf einer Deskription von bisher derart noch nicht
beschriebenen Austausch- oder Fusionsprozessen (funktionelles oder strukturelles Synzy-
tium) von Gliomzellen mit Zellen aus gesundem Hirngewebe und/oder humanen mesenchy-
malen Stammzellen und den daraus resultierenden verdnderten Zelleigenschaften. Ziel war
folglich die Darstellung dieser Prozesse mit verschiedenen, modifizierten oder neu konzipier-
ten Versuchsprotokollen und nicht die abschlieBende Quantifizierung.

Wie jedes in vitro Modell lassen diese Versuche aufgrund ihrer Vereinfachung keine zwangs-
laufige Schlussfolgerung auf ein in vivo Modell oder das reelle Glioblastom sondern nur
Rickschllsse auf diese zu. Es lassen sich durch diesen Effekt keine beweisenden Aussagen
treffen, ob die in dieser Arbeit beschriebenen Ablaufe in gleicher Weise, in gleicher Ge-
schwindigkeit und gleicher Anzahl am lebenden Objekt ablaufen.

Es werden zum Beispiel multinukledre Zellen und Zellfusionen in Tumoren wie dem Glioblas-
tom beschrieben®*®*°%%2 doch ist die Anzahl der dort vorzufindenen polynukledren Zellen
wesentlich geringer als eine Hochrechnung der hier ermittelten Zahlen vermuten lassen
wirde.

Auch der Einfluss der verwendeten Zellfarb- und Hemmstoffe stellt eine weitere Abwand-
lung vom physiologischen Modell dar. Weitere Faktoren wie der Bystander-Effekt wurden
bereits weiter oben beschrieben.

So kénnen die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden und Ergebnisse nicht mehr und
nicht weniger als die Grundlage fir weiterfiihrende in vivo-Experimente oder klinische Stu-

dien sein.
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9 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte eine direkte Interaktion zwischen Gliomzellen und humanen mesen-
chymalen Stammzellen nachgewiesen werden. Dieser Austausch erfolgt zudem bidirektional.
Sowohl im Sinne eines funktionellen Synzytiums mittels Kommunikation via gap junctions als
auch im Sinne eines strukturellen Synzytiums mittels partieller oder kompletter Zellfusionen
kommt diese Interaktion zu Stande.

Die zur Kommunikation Gber gap junctions bendétigten Proteine, Connexine genannt, konn-
ten ebenso nachgewiesen werden wie der Austausch von Molekiilen Uber diese selbst, der
durch einen spezifischen Hemmstoff dosisabhangig und reversibel blockiert wurde.

Mittels verschiedener, auf Fluoreszenz beruhender Zellmarkierungsmethoden konnten par-
tielle und komplette Fusionen zwischen den malignen Zelltypen und den genutzten Stamm-
zellen dokumentiert werden.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass diese Interaktionen Auswirkungen auf die Morphologie
und physiologischen Eigenschaften der Zellarten haben. Humane mesenchymale Stammzel-
len fligen sich in das entstehende Endothel des Glioms ein, verstarken somit die Neoangio-
genese und Migration von Gliomen — beides wesentliche Charakteristika ihrer Aggressivitat -
und tragen somit zum Wachstum des Tumors bei. Darliberhinaus verandert eine Kommuni-
kation die migratorischen Eigenschaften der unterschiedlichen Zelltypen.

Diese Erkenntnisse tragen, mit Blick auf einen Einsatz von adulten mesenchymalen Stamm-
zellen als ein therapeutisches Vehikel in der Behandlung des Glioblastoma multiforme, zum
Verstandnis der Abldufe auf zellularer Ebene bei und ermdglichen somit eine Weiterentwick-

lung dieses Behandlungsprinzips.
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